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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder etngereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<§) Schizosaccharomyces pombe Hefewirtsstamme mit Defekten in der Kaliumaufnahme 

(§7) Gcgonstand dor Erfindung sind Schizosaccharomyccs 
pombe Hefewirtsstamme mit Defekten in den Kalium- 
transportproteinen TKHp und Trk2. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Schizosac- 
charomyces pombe Hefewirtsstamm, der die Nukleinsau- 
resequenz fur den humanen erg Kaliumionen-Kanal 
(HERG), aber nicht die der Hefe eigenen TKHp oder Trk2 
Kaliumionen-Transportproteine exprimiert sowie ein Ver- 
fahren zur Detektion spezifischer Modulatoren des HERG 
Kaliumionen-Kanals, einschlieSlich: 

a) Die Behandlung des Schizosaccharomyces pombe He- 
fewirtsstamm s, der die Nukleinsauresequenz fur den hu- 
manen erg Kaliumionen-Kanal oder ein funktionelles De- 
rivat oder eine Mutationsform dieses Kaliumionen-Ka- 
nals, abcr nicht die der Hofo oigoncn TKHp oder Trk2 Ka- 

■ liumionen-Transportproteine exprimiert mit Testsubstan- 

. zen, 

t b) Wachstumsbestimmungen in Anwesenheit oder nach 
Anwendung einer Testsubstanz, 

c) Messungen des Anstiegs oder der Abnahme des Kali- 
umtransportes derjenigen Stamme in Anwesenheit oder_ 
nach Anwendung einer Testsubstanz. 
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Beschrcibung 

Die Erfintiung betriftt Schizosaccharornyccs ponibe Hcfewirtssiammc enisprcchcnd deni Oberbegriff des Anspruchs 

I. 

5 

Beschrcibung 

Gegenstand dcrErfindung sind Schizosaccharornyccs pombc HefewirLsstainrnc mil Defekien in dcr Kaliumaufnahme, 
dcrcn Vcrwendung zur Expression von Kaiiuniioncn Kanalcn sowic Prozcsse zur Idcntirizierung von Inhihiiorcn und/ 
10 odcr Aktivatoren solcher Kali umkanalprot cine. 

Die TIefc Schizosaccharornyccs pombc niimnt als cinzclligcr Eukaryont Kalium aus dcr cxtrazcllularcn Umgcbung 
auf und akkumulicrl dieses Kaiion intracellular bis zu cincr Konzcntration von 1 80 niM (1 80 umol/ul Zcllwasser). Dicsc 
Kaliumaufnahme geschieht auch unlcr Bedingungcn, in denen die cxtrazcllularc Kon/cntration von Kali urn unter 30 pM 
sinkl. 

IS Vcrantwortlich fur dicscn cinwarts gcrichtctcn Kaliumtransport isi u. a. ein in der Plasmamcmbran dieser I Tele lokaii- 
sicrles Transportprotcin TKHp frransportcr von Kalium und Proloncn IT 4 "). Die Kaliumaufnahme und Kaliumtransport- 
funklion des Schizosaccharomyces pombc Proteins TKHp ist beispielsweisc beschricben in: 
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- Lichtenbcrg-Fratc, H„ Rcid, J. D„ Hcycr, M., Hofcr, M. (1996). J. Membrane Biol. 152: 169-181 

Ein Schizosaccharornyccs pombc Hefcstamm miteiner Mutation im TKHp ist ini Vcrgleich zu dem Wildstamm wci- 
tcrhin in dcr Lage auf Medien mil so geringen extrazellularen Kaliumkonzenlrationcn wie 1 niM odcr weniger im Kul- 
tumicdium gut zu wachscn, wie z. B. beschricben in: 

25 - Balcclls el al., (1999) Eur. J. Biochem. 260: 31-37 

Vom Sanger Center, Cambridge, England wurdc 1997 aus dem Gcsamtgcnom dcr Hcfc Schizosaccharornyccs pombc 
ein vcrmutliches Gen SPAC1F5.12 (Chrornosorn I, Cosmid C1F5, offener Leserahmen 12) vcrorTentlicht, 

30 - http://www.sanger.ac.uk/yeast/homc.html 

dessen abgeleitcte Aminosaurcscqucnz hohe Ahnlichkeit (37%) mil dem Kaliumaufnahmeprotein TKHp aus Schizosac- 
charomyces pombc aufweist. Dieses Gen ist bishcr nicht isolicrt und/odcr funktioncll charakterisiert worden. 

Das bishcr bekannte und zur Kaliumaufnahme notwendige Transportprotcin TKHp und das vermutete zweite Kali urn- 
35 transportprotcin aus Schizosaccharornyccs pombc gchdrcn aufgrund der hohen Homologic sowohl auf Nuklcinsiiure- als 
auch auf Arninosaurecbene zu einer phylogcnetisch konservierten Klasse von Kaliumtransport protein en (Transporter 
von Kalium), dcrcn nachst verwandte Mitglieder in dcr Hcfc Saccharomyces cercvisiae beschrieben wurden. z. B. in: 

- Rodriguez-Navarro, A. and Ramos, J. (1984). J. Bacterid. 159: 940-945 

40 - Gabcr, R. F., Stvles, C. A. and Fink, G. R. (1 988). Mol. Cell. Biol. 8: 2848-2859 

- Ko, C. and Gabcr, R. F. (1991). Mol. Cell. Biol. 11: 4266-4273 

Aus einer Viclzahl von Spczies wurden durch die Anwendung von molekularbiologischcn Techniken einc Rcihe von 
Kaliumkanaien isolicrt. Allgemein sind loncnkanaie Transmembranprotcine, die sclektiv den FluB bestimmter, spczifi- 

45 scher Ioncn durch Membrancn vcrmillcln. Unlcr den bishcr bekannten Ionenkanalcn stcllen Kaliumkanalc (K + -Kanale) 
die zahlrcichstc und hctcrogenstc Gruppe dar. Sowohl in erregbarcn als auch in nicht-crregbaren Zellen sind sic ihr die 
Aufrechtcrhaltung des Ruhepotcntials vcrantwortlich. Die durch Kaliumionen-Kanale vermittclten Auswartsstrome sind 
die Grundlage sowohl der Form und Frcquenz als auch der Repolarisierung von Aktionspotentialen in erregbarem Gc- 
webc. Kaliumionen-Kanale sind ubiquitarc Mcmbranprotcine mil einer erstaunlichen Vielfall clcktrischcr Eigcnschaf- 

50 ten, wobci viclc dcr "klassischcn" spannungsabhangigen K + -Kaniilc dcr sogenannte Kv-Familie (Abkiirzung v ihr vol- 
tage * spannungsabhangig) zugeordnet werden. 

Wahrcnd dcr let/Jen Jnhrc demonstrierten cine Rcihc von Arbciten cine Anzahl menschlichcr Krankhciten als Result at 
von Mutationcn in fur Kaliumionen-Kanale kodicrenden Gcncn. So vcrursacht z. B. eine Punktmutation im Kaliurnkanal 
Kvl.l die Episodische Ataxic wie beschrieben in: 
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Adeimann, J. P., Bond, C. T„ Pcssia, M. and Mylic, J. (1995). Neuron 15: 1449-1454 



Das LQT Syndrom ist cine Krankhcit, die die vcntrikularc Re polarisation bctrifft. Einc verzogertc Re polarisation ven- 
trikularcr Myocytcn vcrursacht einc Vcrlangcrung desQT Intervalls irn Elcktrokardiogramm (EKG). Das LQT Syndrom 

60 wird mcist. als autosomal dominanic oder rczessive Krankhcit vercrbt. Wenn die vcntrikularen Arrythmien zur Fibrilla- 
tion degencricren kann plotzlichcr Tod die Folge sein. 

In diescm Zusammcnhang ist die Rollc des humancn ergjhuman eag related gene, HERG) Kaliumionen-Kanals im 
Hcrzcn von besondercm rniercssc. In vcntricularcn Myocytcn sind repolarisierendc Kaliumstrome, genannt "delayed 
rectifier", aktiv. die sich aus mehrcren Komponenten zusammcnscizen. Diese multiplen Komponenten werden anhand 

65 dcr Gcschwindigkcit ihrcr Aktivierung (schnell = rapid = Ijo-; langsam = slow = 1^) und ihrcr untcrschiedlichcn Pharnia- 
kologic untcrschicdcn. Die schnelle Komponcntc Ikt wird durch Klasse III anti-arrythmischc Agenticn wie I>Solatol, 
Dofctilid und Clofiliurn blockicrt. Die durch den HERG Kaliumionenkanal-Kanal vermittclten Strdmc cnLsprechen dcr 
in isolicrtcn Herzntuskclzcllcn gemcsscnen schnellcn I^r Komponcntc des "delayed rectifier", wie beschricben in: 
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- Lces-Millcr. J. P.. Kondo, C„ and Wang. L. (1997). Circ. Res. 81: 719-723 

HERG vennittcltc Kaliumioncnstrome tragen zur Vcrkiirzung der Aktionspotcntialc bci schnellcrcr Herzschlagrate 
bci. Muiaiioncn in HERG vcrursachen cine erbliche Fonn der polymorphcn vcntrikularcn Arrhythmic (torsades des 
pointcs), auch hckannt als LQT2 Syndrom, wic heschriehen in: 5 

- Sanguinctti, M. C, Jiang, C, Curran, M. E„ and Keating, M.-T. (1995). Cell SI: 299- 307 

- Curran, M. E., Splaski, L. Timothy, K. W., Vincent G. M., Green, E. D. and Keating, M. T. (1995). Cell 80: 
795-803 

- Keating, M. T. and Sanguineus M. C. (1996). Science 272: 681- 685 io 

Ein weitcres Syndrom (LQT1) wird durch einen Defekt im Kaliumionen-Kanal Gen Kv-LQTl bedingt, wic beschrie- 
hen in: 

- Wang, Q„ M. E. Curran, L Splawski, T. C. Bum, J. M. Millholland, T. J. VanRaay. J. Shen, K. W. Timothy. G. M. 15 
Vincent, T. dc Jager, P. J. Schwartz, J. A. Toubin, A. J. Moss, D. L. Atkinson, G. M. I^andes, T. D. Connors & M. T. 
Keating (1996). Nat Genet 12: 17 -23 

Kaliumioncn-Kanal Modulalorcn sind dahcr wcrt voile pharmakologische Agenticn mit thcrapeutischcr Anwendung. 
IToch-sclcklive Blocker (Toxinc) und/oder Aktivatoren sind nur fiir eine rclaliv begrenztc Anzahl von Kaliumioncn-Ka- 20 
nalen bekannt Traditioncll werden die mcisten pharmakologisch wirksamen Substanzen und agrochemischen Produktc 
durch Masscn-Durchmusterung chemischcr odcr naturlicher Banken entdeckt. Neuc Subslanzen werden iiblicherweise 
in stabilen, Kaliumionen-Kanal Gene exprimicrenden Saugcrzellinicn getestct. Jedoch isl dieses Vcrfahrcn durch das 
Vorhandcnscin endogener Kanalc in den verwendeten Zellinien crschwert und fiir biotechnologischc Zwecke (homologc 
und heterologc Expression von Kaliumionen-Kanalcn) verstandlicherweise nicht geeignet Die Nachteile zur Vcrwen- 25 
dung Lierischer Zellinien sind insbesondere: 

- Die Kultivicrung tierischer Zellinien ist wescntlich komplizierter, finanzicll aufwendig sowie kontaminationsan- 
fallig. 

- Homolog und/oder heterolog exprimicrie Kaliuniionen-Kanale bceinflussen das Wachstum tierischer Zellinien 30 
nicht 

- Das Vorhandcnscin endogener Kaliumionen-Kanale erschwcrl die Auswertung der experinientellcn Dalcn. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, diese Nachteile zu vermeiden und Schizosaccharomyces pombe He- 
festamme als allcmativcs Expressionssystcm zur funktioncllen Expression von Kaliumionen-Kanal Gencn zu cntwik- 35 
keln und zur Verfugung zu stellcn. In der Biotechnologie besteht ein Bedarf an gut wachsenden Hcfewirtsstammcn fiir 
die heterologc Expression von Kaliumioncn-Kanal Genen aus hohcren Eukaryonten. Insbesondere besteht ein Bedarf an 
stabilen Hefewirtsstammen fur die hcterologe Expression von in mcnschlichcn Krankheiten involvierten, Kaliumionen 
transporticrenden Kaliumionen-Kanal Genen fiir pharmakologische Zwecke. 

Diese Aufgabe wird durch cinen genctisch modifizicrten Schizosaccharomyces pombe Hefcstamni gelost erhaltlich 40 
durch die Einfuhrung eines oder mehrcrcr selektivcr Marker (Auxotrophic und/oder Rcsistenzcn), der die Nukleinsaurc- 
sequenz fur ein humanes erg Kaliumioncn-Kanalprotcin (HERG) odcr ein funktioncllcs Dcrival o<icr eine Mutations- 
form dieses Kaliumionen-Kanalproteins exprimiert, aber nicht die der Hefc cigenen TKIIp odcr Trk2 Kaliumionen- 
Transport proteine exprimiert. 

Die vorliegende Erfindung betrilTl cinen Schizosaccharomyces pombe Hcfcwirtsstamm, der Mulationen in den Kali- 45 
umtransportprotcincn TKHp und Trk2 beinhaltet. Das vcrmutete, aber bisher nicht charaktcrisierte Schizosaccharomy- 
ces pombe Gen SPAC1F5. 12 (Chromosom I, Cosmid C1F5, olfener Lescrahmcn 12) wurdc Trk2 benannt und das Gcn- 
produkt (Protein) auf seine Kaliumtransportfunktion hin funktionell analysiert Zum Erhalt des doppelt-mutanten Schi- 
zosaccharomyces pombe Hcfcwirtsstamm wurden beidc Kaliumiransponproicine sukzessive durch gezielte Gendelction 
und Gendisruption ausgcschaltet Der erzeugtc doppelt-mutante Hefcwirtsslarnm mil Defckten in der Kaliumaufnalime 50 
zeigt Wachstumsdcfckte auf Kulturmedien mit minimalen Kaliumkonzcntrationen von 1 niM oder weniger. Im Vergleich 
zum Schizcvsaccharomyccs pombe Wildstamm he<larf dicser mutanlc Hcfcwirtsstamm eines Zusatzes von mindestens 50 
mM Kalium im Kullunncdium um vcrglcichbar gut zu wachscn. 

Die seleklierbaren biosynthctischen Markergcnc (AuxotrophicbcdUrfnissc und/oder Rcsistenzcn) konnen durch re- 
kombinantc DNS Technikcn in die Loci der Wildtyp Kaliumtransportcrgenc eingefuhrt werden. (JecigneLe sclektierbarc 55 
Marker sind z. B. die Auxotrophicmarkcr Ura4, His7, adc2 und LEU2 odcr Gene, die eine Rcsistenz z. B. gcgen Kupfer 
(CUP1 Gen) cnlcr G418 (Aminoglycosid Phosphotransferase Gen) bewirken. Solche modifizicrten Allele konnen dann in 
TTcfe transtbrmicrt werden, wo sic durch homologc Rckombination die Wildtyp Loci ersetzen. Die modifizicrten Allele 
konnen durch Sclektion auf den odcr die biosynthctischen Marker ermittclt werden. Die in die Loci der Kali umtran snor- 
ter eingefuhrtcn selckticrbarcn biosynthctischen Marker stellcn auBcrdcm cinen cinfachen Weg zum Transfer diescr Mu- M 
tationcn in genctisch andere Linicn dar (Krcuzung). Ein Stamrn, der eine Mutation in eincm KaJiumtransportcrgcn (z. B. 
TKHp) beinhaltet, kann mitcinem Stamrn des entgegengesetzten Paarungstyps, der eine Mutation in eincm andcren Ka- 
liumtranportcrgcn (z. B. Trk2) tragt gckrcuzt werden. Die Nachkommcnschaft kann dann auf die Anwcsenhcit beider 
biosynlhctischcr Marker hin selekticrt werden. 

Ein wcitcrer Gcgenstand der Erfindung ist ein Schizosaccharomyces pombe Hcfcwirtsstamm der die Nukleinsauresc- 65 
quenz fiir den humanen erg Kaliumioncn-Kanal (ITERG), aber nicht die der ITcfc cigenen TKHp odcr Trk2 Kaliumioncn- 
Transportprotcine exprimiert sowie ein Vcrfahrcn zur Dctcklion spezifischcr Modulatorcn des HERG Kaliumionen-Ka- 
nals, cinschlicBlich: 

3 
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a) Die Behandlung dcs Schizosaccharomyces pombc He fewirtsst annus, dcr die Nukleinsauresequenz fur den hu- 
manen erg Kaliumioncn-Kanal odercin funkiionelles Derivat oder cine Muiaiionslbrni dieses Kaliumioncn-Kanals 
aber nichi die der Hcfe eigencn TKIIp oder Trk2 Kaliumioncn-Transrxmprotcine exprimicn mil Testsubstanzen. 

b) Wachstumsbcslimmungen in Anwescnhcit oder nach Anwendung ciner Testsubstanz. 

5 c) Mcssungen des Anstiegs oder dcr Ahnahmc des Kaliuiiuransportcs derjenigen Stamme in Anwcscnhcil oder 

nach Anwendung ciner Testsubstanz. 

Dieses Verfahren ist zur Idcntifizicrung spczifischer Modulaioren dcs HERG Ioncnkanals gceignct. 

Dcr Wachstumsdefekl des niutanlcn Schizosaccharomyces pombc Hcfewirissianuns kann zur lsolicrung und Anrei- 

lu chcrung von Kaliumioncn-KanaJgcncn aus Genbiblioihckcn (z. B. humane cDNS Bibliothckcn) verwendet werden. 
wenn die cxpriniiericn Gene die Muiaiionen in dcin doppelt-mutanicn Ilcfcwirtssiamm komplcmcnticren und ein Wild- 
typphanotyp hinsichtlich der benotiglen KaliumkonzentraLion resultiert. Daniii konnen Kaliumionen-Kanalc identifiziert 
werden, die /.war physiologisch heschrichen. ahcr hisher noch nicht isolicrl wurden. Allemaliv konnen vcrschicdcne Ka- 
liumionen-Kanalc in die Doppel-Mutantc cingefuhrt werden. urn zu tcsten. ob dcr Wachstuinsdcfckt auf Kaiium limilicr- 

15 ten Medien komplenienticri wird. Dcr Schizosaccharomyces pombe Wildtypphanotyp kann durch Auswahl derjenigen 
Stamme. wclchc nach Transformation, Sclcktion und nach AnzuchL unicr Bcdingungcn von 10mg/l Kaiium im Kultur- 
medium crmittclt werden. 

Jcde dicscr Ariwcndungcn rcsulticrt in cinem Ilefcstamm, dcr hctcrolog eincn fremden Kaliumioncn-Kanal cxprimiert 
und zur Durchrnustcrung von Modulatorcn dcs betrelTcndcn Kaliumioncn-Kanais verwendet werden kann. Ein Hefcsl- 

20 anim. dcr hctcrolog einen fremden Kaliumioncn-Kanal exprimicru kann in einfachen Verfahrcn zur Durchmusierung 
vcrschiedener Tcstsubstanz-Bibliothckcn verwendet werden. Diese einfache Verfahrcn. in denen Wachstumsverandcrun- 
gen oder gesteigerte und/odcr vermindcrtc Kaliumaufnahme durch AgarplaUcn tests und/oder in Flussigkultur bcobachtct 
werden kann, konnen somit speziiische Substanzcn dctckticrcn, die die Kaliumioncn-Kanal Funktion modulicrcn. Zur 
Durchrnustcrung auf Aktivatorcn eincr Kaliumioncn-Kanal Funktion kann das Durchmusterungsverfahrcn solche Vcran- 

25 derungen wie metabolische Aktivitat, gesteigerte Wachstumsrate oder gesteigerte Kaliumionen Aufnahme beinhalten. 
Zur Durchmusierung auf Inhibitoren einer Kaliumioncn-Kanal Funktion kann das Durchmusterungsverfahrcn solche 
Vcnindcrungcn wie vermindcrtc Wachstumsrate oder vermindcrtc Kaliumionen Aufnahme bcinhaltcn. Die Testsubstan- 
zen. die im Vcrfahren zur Detektion spezifischcr Modulatoren eingesetzt werden, konnen z. B. syntheiische oder natur- 
liche Produktc scin. Natiirliche Produkte bcinhaltcn pflanzliche. tierische oder mikrobielle Extrakte. 

30 In Fig. 1 ist eine schcniatische Darstellung der genomischen Fragmcnte, die die Wildtyp TKHp und Trk2 Loci cnthal- 
ten sowic die entsprechenden mutierten Allele trkl::LEU2, trk2::Ura4 und trk2::adhHerg/Ura4 dargestellt. Die TKHp 
und Trk2 kodierenden Regionen sind durch schwarze Balken gekennzcichnct. Die mutanten Allele wurden zum Ersatz 
der entsprechenden Wildtyp Loci in Schizosaccharomyces pombe Stammc transformiert. 

In Fig. 2 ist die abgeleitete Aminosaure- (SEQ. ID. NO. 2) und die Nukleinsauresequenz (SEQ. ID. NO. 1) des Schi- 

35 zosaccharomyccs pombe Kaliumtransponprotcins TKHp dargestellt. Die durch Untcrstrich hcrvorgehobene Region cnt- 
spricht dcr deletiertcn und durch den biosynthctischen Marker LEU2 ersctztcn Sequcnz. 

In Fig. 3 ist die abgeleitete Aminosaure- (SEQ. ED. NO. 4) und die Nukleinsauresequenz (SEQ. ID. NO. 3) des Schi- 
zosaccharomyces pombe Kaliumtransportprotcins Trk2 dargestellt. Die durch Unierstrich hervorgehobene Region cnt- 
spricht dcr Eco RV Stellc, in die dcr biosynlhetischc Marker Ura4 cingefuhrt wurde. 

40 In Fig. 4 ist die Nukleinsaurc- (SEQ. ID. NO. 5) und abgeleitete Aminosaurcsequenz (SEQ. ED. NO. 6) des humancn 
erg Gens (HERG) dargestellt. Die Sequenz entspricht der in der Originalpublikation von Trudeau, M. C, Warmkc, J. W., 
Ganctzky, B. and Robertson. G. (1995). Science 269: 92-95 beschricbcncn. 

In Fig. 5 ist das Wachstum der crzeugten Schizosaccharomyces pombc Kaliumtransport defekten Mutanten in Abhan- 
gigkeit von dcr Kaliumkonzcntralion im Kultunncdium gezeigt. Die Stamrnc wurden auf Vollmcdiurn, pH 4.5 bci 3()°C 

45 Liber Nacht angezogen und anschicBcnd auf 100 ntM, 10 mM und 1 nuM Kaiium cnthaltendc Agarplaltcn rcplika-plat- 
tiert. Die Platlen wurden bei 30°C fur zwei Tagc inkubiert. Der Schizosaccharomyces pombe Hcfestamm mit Defekten in 
beiden Kaliumtransportprotcincn (Doppel-Mulantc) wachst unter Bcdingungcn von 1 mM Kaiium im Medium nicht. 

Fig. 6 zcigt das Wachstum vom Schizosaccharomyces pombc Wildstamm, dcr Kaliumtransport Doppel-Mutantc so- 
wie den modifiziertcn Hcfestamm, dcr das humane erg Gen (HERG) exprimiert auf 100 mM, 10 mM und 1 nuM Kaiium 

50 enthaltcndcn AgarplaUcn. Die Platlen wurden bei 30°C fur zwei Tage inkubiert. Im Gegensatz zur Schizosaccharomyces 
pombe Kaliumtransport Doppel-Mutantc ist dcr das humane erg Gen (HERG) cxprimicrende Stamm in der Lage. auf 
1 mM Kaiium im Medium zu wachsen. 

In Fig. 7 ist die Wirkung bekannter Inhibitoren des HERG Kaliumioncn-Kanals dargestcllt. Der HERG cxprimicrende 
modifizierte Schizosaccharomyces pombe Stamm wurde auf Vollmcdiurn. pH 4.5 bei 30°C iiber Nacht angezogen und 

55 anschicBcnd auf 1 inM Kaiium cnthaltende AgarplaUcn in dcr Gcgcnwarl von 1 mM Barium. 1 mM Casium und 40 uM 
Lanlhan rcplika-plaltiert. Durch die Inhibicrung dcs hctcrolog exprimicrtcn Gens kann dcr modilizicrlc Schizosaccharo- 
myces pombe Siamm mit Defekten in beiden Kaliumiransponprotcincn nicht mchr wachsen. 
Die nachfolgcnden Beispiclc crlautem die Erfindung wcitcr. 

60 Beispiele 

Allgemein£ Mcthoden 

Rckombinanlc DNA Technik 

65 

Zur Anreichcrung und Manipulation von DNA wurden Standartmcthoden benutzt, wie sic bei Sambrook, J. et al.. In: 
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, New York (1989). 
beschricben sind. Die vcrwcndctcn molekularbiologischcn Rcagenzien wurden nach den Angabcn der Hcrstcller einge- 



4 



BNSDOCID: <DE 



19941768A1 J_> 



DE 199 41 768 A 1 



selzt. 

Hcfctransformation 

Schizosaccharomyces pombc Stammc wurdcn entsprechend dcr Melhode, wic sic von Moreno, S. cl al., (1991) Mo- s 
lecuiar genetic analysis of fission yeast Schizosaccharomyces potnbe. Methods in Enzymology 194: 795 -824. beschrie- 
ben sind, trans formic rt. 

Bcispiel 1 

to 

1.1 Konstruktion dcr Schizosaccharomyces pombc Mutantc tkh 

Die Mutation in dent Schizosaccharomyces pombe Kaliumioncn-Transporter TKHp wurdc in dem Plasmid 
pI^lSFiT. das die kodicrende Nuklcinsaurescqucnz mil 2958 Bascnpaarcn (bp) fur dicscn Transporter cnlhalt, wic hc- 
schrieben in Lichtenberg-Frate, H., Rcid, J. D., Heyer, M., Hofer, M. (1996). J. Membrane Biol. 152: 169-181, durchgc- 15 
luhrt. 

In dem Gen wurdc einc 1102 bp Deletion in dcr kodicrenden Region durch Spaltung mit dcr Rcstriktions-cndonu- 
k lease Plind II cingefiihn. Die DNS Fragmcnie wurdcn durch Agaroscgclelektrophoresc getrennt und das groBerc Frag- 
ment (6684 bp), das die resdichen Transporterscquenzen so wic Vcktorantcilc cnthick isolicrt und gcrcinigt. Zum Erhalt 
cincr DelelionsAnsertionsmutation wurdc das LEU2 Sma I/Hind II Gen aus Saccharomyccs ccrcvisiae als biosyntheli- 20 
scher Marker durch Ligation mit dem TKTI Rcstfragmcnt eingefiihrt. Das resultierende mutantc Allel tkh::LET J2 (Fig. 1) 
wurde als lineares Not I Konstrukt zur Transformation des Schizosaccharomyces pombe Wildstammes h~ ade6-M210 
ura4-D18 leul-31 verwendct. Die Auswahl erfolgrcich trans fonnicrtcr Kolonicn crfolgtc durch die Selektion auf Leucin 
Prototrophic Die Bcsiatigung dcr durch homologe Rekombination cingefuhrten Mutation im Kaliumtransportcr TKHp 
erfolgte durch Restriktionsspaitung genomischer Schizosaccharomyces pombe DNS und Southern blot Hybridisicrung. 25 
wie beschrieben in Sambrook, J. et al., In: Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989). 

Dcr durch Mutation des Schizosaccharomyces pombc Kaliumtransporters TKHp resultierende mutantc Phanotyp (Gc- 
notyp h" ade6-M2lO ura4-D18 leul-31 tkh::LEU2) wachst im Verglcich zum Wildstamm auf Kalium limiticrten Mcdien 
gleich gut (Fig. 5). Daher wurde die Aktivitat eincs weilcren spczifischen Kaliumtransporters in dieser Schizosaccharo- 30 
myces pombe Mutante postuliert. 

1.2 Konstruktion der Schizosaccharomyces pombe Mutante trk2 

Zur Konstruktion dcr Schizosaccharomvces pombe Mutante trk2 wurde mit den Oligonuklcotidcn SpTRK2#5 5' CAC 35 
GGA TCC ACA GAT TTT ATC ATG CAG TTA TCG GGT TTT TCT ACA AAC GGT TCC 3* (SEQ. ID. NO. 7) wel- 
ches der 5' kodierenden Region des Start-Codons ATG entspricht (Position -21 bis +33), und SpTRK2#H3 5' CGC GAA 
AGA AGC TTG GGC GA 3' (SEQ. ID. NO. 8) welches komplemcntar zur 3' kodicrenden Region der Hind HI Rcstrik- 
tionsstclle an Position 625 ist (Position +593 bis +612), ein 625 bp langes Fragment durch die Polymerasc-Kcttcn-Rcak- 
tion aus genomischer DNS der Schizosaccharomyces pombe Mutantc If ade6-M210 ura 4-D18 leul-31 tkh::Ll£U2 am- 40 
plifizicrt. Nach Spaltung mit den Restriktionscndonukleasen Bam HI und Hind III wurdc dieses Fragment mit dem ent- 
sprechend gcspaltcncm baktcricllen Plasmidvcktor pBSKII (Firnia Stratagcnc, Heidelberg) ligicrt. Ini resulticrendcn 
Plasmid pBT2 wurdc durch Sequcnzicrung das 625 bp Teil fragment des Kaliumtransporters Schizosaccharomyces 
pombc Trk2 bcslaligt. Das crhaltene Konstrukt wurde durch Spaltung mit dcr Restriktionsendonuklcase Eco RV an Po- 
sition 246 im Trk2 Gen fragment lincarisicn und das die Disruptions/Inscrtionsmutation durch Ligation des Ura4 Sma 45 
I/Hind II Gens aus Schizosaccharomyces pombc als biosynthctischer Marker eingefuhrt (Fig. 1). Das gewiinschle Plas- 
mid (pBT2URA), das das mutante Allcl trk2::Ura4 enthalu wurdc durch Rcstrikuonskarticrung und Polymerase-Ketten- 
Rcaktion mit den o. g. Oligonukleotidcn als 2.3 kb Fragment bestaligt. Das erhaltene mutante Allcl trk2::Ura4 (Fig. 1) 
wurde als lineares Bam HI/Kpn I Konstrukt zur Trans formation des Schizosaccharomyces pombc Wildstammes (h" 
adc6-M21() ura 4-D 1 8 leu 1-3 1 ) verwendet. Die Transformation des Wildstammes fuhrtc zum Erhalt cincr Schizosaccha- 50 
romyces pombc Mutante in dcr singular dcr Kaliumtransportcr Trk2 (Gcnotyp h" ade6-M210 ura 4-D18 leul-31 
lrk2::Ura4) disrupticrt ist. Die Selektion positiver Trans form an ten crfolgtc auf die Uracil Prototrophic hin. Die Bestali- 
gung dcr durch homologe Rekombination eingefuhncn Mutation im Schizosaccharomyces pombc KaJiumtrans porter 
Trk2 erfolgte durch Southern blot Hybridisicrung. 

Nach Mutation des Schizosaccharomyces pombc Kaliumtransporters Trk2 wurdc dcr resultierende mutantc Phanotyp 55 
(Gcnotyp IT adc6-M2K) ura 4-D18 lcul-31 trk2::Ura4) irn Verglcich zum Wi Ids latum- Phanotyp und dcr Kaiiumtrans- 
porier Mutante tkh gctestct (Fig. 5). Die singularc Mutation des Kaliumtransporters Trk2 zcigte im Verglcich zum Wild- 
stamm und dcr Kaliumtransportcr Mutantc tkh auf Kalium limiticrten Mcdien gleiches Wachstum. 

1 .3 Konstruktion der Schizosaccharomyces pombc Doppcl- Mutantc tkh trk2 60 

Das crhaltene mutantc Allcl trk2::Ura4 (Fij». 1) wurde als lineares Bam HI/Kpn I Konstrukt zur Transformation der 
Kaliumtransportcr Mutante tkh (h" ade6-M210 ura 4-D 18 lcul-31 tkh::LEU2) verwendct. Die Transformation Mutantc 
tkh fuhrte zum Erhalt einer Schizosaccharomyces pombc Doppcl-Mulante in dcr beidc Kaliumtransportcr TKHp und 
Trk2 (Gcnotyp Mutantc (h - ade6-M210 ura 4-D 18 lcul-31 tkh::LEU2 trk2:: Ura4) dcleticrt und disrupticrt sind. Die Se- 65 
Icktion positiver Transformanten crfolgtc auf die Leucin und Uracil Prototrophic hin. Die Bcsiatigung dcr durch homo- 
loge Rekombination eingefuhncn Mutation im Schizosaccharomyces pombe Kaliumtransporlcr Trk2 erfolgte durch 
Southern blot Hybridisicrung. 

5 
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Die Bcstatigung, daB Trk2 dcr gesuchtc wcitcrc Schizosaccharomyces pombc Kaiiumiransportcr ist. crtblgte durch 
Ausplatticrung des erzcuglcn Hefcsiamms im Vcrglcich zum Wildstainrn und dcr Kaliuintransponcr Mutanic tkh auf Ka- 
lium limilicrtcn Mcdien (Fig. 5). Der Phanotyp dcr Kaiiumiransportcr Doppel- Mutante tkh irk2 ist dadurch gekennzeich- 
neu daB Zcllen dieses Hefcsiamms auf Konzentrationcn kleincr 1 mM Kalium im Kuliunncdiuin nicht lebensfahig sind. 

5 

1.4 Konstruktion des IIERG exprimierenden Schizosaccharomyces pombc tkh trk2 Siaimncs 

Das Gen fur den humancn erg Kaliumionen-Kanal (HERG) wurde durch Spaltung mil den Resirikiionscndonukicasen 
Bam HI und Bco KJ als 3.5 Kilobascnpaar (kb) Fragment aus dem Piasmid pcDNAlLERG (crhaltcn von Dr. G. Robcrt- 

lo son. University of Wisonsin. Madison. USA) und Aufircnnung durch Agarosegelelcktrophorcsc erhalicn. 

Zur Transkription cines humancn Gens in der Ilcfc Schizosaccharomyces pombc ist ein Ilefc-cigcncr Promoter not- 
wendig. Dcr in Schizosaccharomyces pombe konstitutiv aklivc adh Promotor (Alkohol Dehydrogenase Gen) wurde als 
Sal I/Bam HT Fragment aus dem Piasmid pEVPH. wic heschricben in Moreno. S. el al., (1991) Molecular genetic ana- 
lysis of fission yeast Schizosaccharomyces pombe. Methods in Enzymology 194: 795-824, nach Aufircnnung durch 

IS Agarosegelcicktrophorcse isolicrt. In eincr Dreifach-Ligation wurden die adh Sal I/Bam HI und HERG Bam HI/Isco RI 
Fragrncntc mit dem Sal I/Eco RI gespaltencm Plasmidvektor pBSKII ligicrt. Das gewunschte Piasmid pBSKallerg 
wurde durch Restriktionskarticrung bestatigt. Aus dicscm Piasmid wurde ein 4.6 kb adhHerg Verbundfragmcnt durch 
Spaliung mil den Rcstrikti on sendonuk lease n Flinc IT und Xba I und nach Aufircnnung durch Agarosegelcicktrophorcse 
erhalicn. In diesem Verbundfragmcnt wurden die uberstehenden Nuklcoiidenden der Xba I Stclle durch DNS Polymerase 

20 I aufgcfullt. 

In dem Piasmid pBT2TJRA (siehe 1.2), welches das mutante Allel trk2::Ura4cnthalt, wurde mil der Restriklionscndo- 
nuklcase Eco RI cine Lincarisierung an Position 251, direkt vordem Ura4 Gen durchcefuhrt, die uberstehenden Nuklco- 
tidenden der Eco RI Stclle durch DNS Polymerase I aufgcfullt und durch Alkaline Phosphatase dephosphorylierl. Dieses 
linearisicrtc Fragment wurde mit dem 4.6 kb adhHerg Verbundfragmcnt ligiert (Fig. 1). Das gewunschte Piasmid wurde 

25 Restriktionskarticrung ideniifiziert. Das erhaltene mutante Allel trk2::adhHerg/Ura4 (Fig. 1) wurde als lineares Xba 
I/Kpn I 7.0 kb Fragment nach Aufircnnung durch AgarosegelelekLrophurese zur Transformation der Kaiiumiransporler 
Mutante tkh (h~ adc6-M21() ura 4-D18 lcul-31 lkh::LEU2) verwendct. Die Transformation dicscr tkh Mutanic fuhrtc 
zum Erhalt eincr Schizosaccharomyces pombe Doppcl-Mutante, in dcr dcr Kaiiumiransportcr TKIIp dclctiert ist und dcr 
Kaliumtransporter Trk2 durch die stabile Einfuhrung des humanen erg Gens (HERG) disruptiert ist. Anslclle des Kali- 

30 umtrans porters Trk2 wird in dicscm Schizosaccharomyces pombe Stamm (Genotyp h" adc6-H210 ura 4-D18 leu 1-31 
tkh::LEU2 trk2::adhHcrg/Ura4) dcr HERG Kaliumionen-Kanal exprimiert. Die Selektion positiver Trans forman ten cr- 
folgtc auf die Leucin und Uracil Prototrophic hin. Die Bcstatigung dcr durch homoioge Rckombination eingefiihrtcn sta- 
bilen Integration des humancn erg Gens (HERG) an den Schizosaccharomyces pombe Trk2 Locus erfolgtc durch RNS 
Analyse. 

35 Die Expression des HERG Kaliumionen-Kanals den restauriert Phanotyp der Kali urn transporter Doppel-Mutantc tkh 
trk2 auf Kalium limitiertcn Medien (Fig. 6). Durch Expression des HERG Kaliumionen-Kanals konnen Zcllen dieses gc- 
netisch modifizierten Hefestamms im Gegensatz zur Doppel-Mutante tkh trk2 auf Konzentration kleiner 1 mM Kalium 
gut wachscn. Die Rcstaurierung des Wildtyp Phiinolyps ist abhangig von der hcterologcn Expression des HERG Kaliu- 
mionen-Kanals, wie anhand der Inhibierung von HERG auf 1 mM Kalium enthaltenden Agarplattcn in der Gegenwart 

40 von 1 mM Barium, 1 mM Ciisium und 40 uM Lanthan bestatigt (Fig. 7). Durch die Inhibierung des HERG Kaliumionen- 
Kanals kann dcr Schizosaccharomyces pombe Stamm mit Defekten in beiden Kaliunuransportproteincn auf dcr 1 mM 
Kaiiumkonzentration nicht mehr wachsen. 

1.5 Wachs turns tests auf Kalium limitiertcn Mcdien 

4S 

Kulturen von Schizosaccharomyces pombc Wiidstamm, der Kali umtransport defekten Mutantcn tkh, trk2 und tkh trk2 
und dem HERG exprimierenden Stamm wurden im Vollmediurn YEP (2% yeast extract, 1% peptone) mit 2% D-glucose, 
pH 4.5 bci 30 U C uber Nacht untcr Schiitteln angezogen. Scriclle Vcrdunnungen wurden auf Vollmcdium-Agarplatten 
ausgestrichen, bci 30°C Uber Nacht inkubicrt und auf sclcktivc Agarplattcn (0.67% yeast nitrogen base without amino 
50 acids, 0.5% NTT 4 S0 4 ,-2% D-giucosc, pH 4.5) mit 100(A), 10(B) odcr 1(C) niM KCl replika-plattiert. Dicse Platten wur- 
den fur 48 Stunden bci 30°C inkubicrt, 

1 .6 Wachstumstests in Gegenwart von Inhibitorcn 

55 Kulturen von Schizosaccharomyces pombc Wiidstamm, der Kaliumtransport defekten Mutante tkh trk2 und dem 
HERG exprimierenden Stamm wurden im Vollmediurn YEP (2% yeast extract, 1% peptone) mit 2% D-glucose, pH 4.5 
bei 30°C uber Nacht untcr Schiitteln angezogen. Seriellc VerdUnnungcn wurden auf Vollmedium-Agarplatten ausgestri- 
chen, bci 30°C uber Nacht inkubicrt und auf sclcktivc Agarplattcn (0.67% yeast nitrogen base without amino acids, 0.5% 
NII4SO4, 2% D-glucose, pH 4.5) mit 1 mM KCl und 1 mM Barium (A), 1 mM Casium (B) und 40 uM Lanthan (C) re- 

60 plika-platticrt. Dicse Platten wurden fur 48 Stunden bci 30°C inkubicrt, 
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Sequenzlistc 

Allgemeine Information 

a) Anmelder Dr. Hclla Lichtenberg-Frate 

b) Titel: Schizosaccharomyces pombe Hefewirtsstamme mit Defekten in der 

Kaliumaufriahrae 

c) Anzahl der Sequenzen: 8 

d) Korrespondenzaddresse: Dr. Hella Lichtenberg-Frate, Botanisches Institut, 

Kirschallee 1, 53115 Bonn 
Information zur SEQ ID NO.l 

a) Sequenzcharakteristika 

1. Lange: 2958 Basenpaare 

2. Typ: Nukleinsaure 

3. Strang: Einzelstrang 

4. Topologie: linear 

b) Molekiiltyp: cDNS 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.l 

SEQUENCE 2958 BP; 824 A; 577 C; 551 G; 1006 T; 0 OTHER; 
AAAGAAGACG CGATTTTACG TTGTATTATA AGAGAGGAAT CCTCAAGTAT TGTTGAAAGG 
AATCGTCAAA GATTGGGTAA AAATGTCGTT TGTCATTTGT CATAATTCCC TTTTAGAAAT 
TTAGTGGTTT CCTCATCAGT ATCG CTTTTA CCCGTAGATT TCAAAACTAA TTGCTTCTTA 
TCTTGTCCAT AGTTAAGGAT TTCCGTTAAC TTCAAACCAA TTTCTCTGTT TCTTGTTCTG 
TTGTTGGTGG GTTTGGCTGG AACTATTGAC TAAAATAAAT GGTCCTAAAT TACATTCAAA 
GATGGTTCAA GTGGGTGATA CCAACTTTTG GATTCAAGGC AATTCATTAT ATTTACATAT 
ATCCTTAACT ATCATTGCCT CTGTCCTACT TTTTACCGGA GGGACCACCA CGAAAATCAA 
GTATATCGAT GCTTTATTCT TAGCTAGCAG CGCAACTACC CAAACAGGCC TTAACAGTGT 
TGACTTAAAT TCTTTATCTA TCTGGCAGCA GTTTATCCTG TATGGATTTA CTGCTATTAC 
GGTTCCTATA TGGATGCACG GAAGTATTTC CTTCATCCGG CTGTATTGGT TTCGACGAAA 
ATTTAAAGAC GTTGTTCGTC AAAATCGTAC TCGAAAATTT CAGAGAAAGC TCCGTAAAAG 
CTTAATGAAA AAAAGCGAGG ATGACGAAGA ACAGGGTGTT CGTGGTAGAA AAATTCGTGT 
AATGTTACCA TACCTACATT CACTAAGGAG TCCAACGTCT CTAAAAAACT TCTCGAGATT 
TGACACGCAT GACAGTACGA ACAATCCGTA CTTTCCTGAC AACCCCCCTT CTCCCAAGGC 
AGATATATCT AAAGACGAGT ATTTTGGAAA GTATCTCCCA AAAAAGTCTG ATACGCTAGA 
CATGGATTTG GAAAGTCACA ACATGACTTT TCATGACTAT GAACCTTCCA TTGAAAATAA 
AAATTACGAT TTTGGTAGTT CGCATTCAGC CTCGATGCAA ATGTATGAAA TGGATGACCT 
TCATCCCCGA CTTCGTAGAC AAAGCTCTTT TATTTCCTCC GTTAATCCTT TAG AGG CTGA 
CTACACCCGT GAAACTTTAT CTGAAGGCGC CTTAGTTCAG GAATCTCTCC CTATGGCTTA 
TAGTTATTCT GATACTAATT TGGTTGTATC GAGGGATTCA TTTACTCTCA CTGGGGACGA 
CAATCTTTTC CCAGAAGGTG GTTTAAGGCC TGCCAATACA ATAGACGGAA TAGTAAGGTC 
GTCTCTGTCT TCTTCCTCCC TATCTAAAGA CACTGAACCA TCGACAGTTG ACATGCATAT 
TGCTTTCACC GGACTTAATA AGCCCACCAT AGAGCGTGAA CGTAATCTTA AACTAAGAAA 
AAAAAGTCGT TTTTATAAAA AATCTTTACG TTCCAGATTT TCGCGAGGAC TTCATCGTCC 
AATACGTTGG ACAAAGTCAT TCACTTCTAA CCGACGAAAC TTGACTCTTG AACGAGTCCT 
TTCTTCTGCC TTTGCTAAAA AACATGAGCC TTCTATTTCA TCAAGACACA CTACTATGTC 
ACTTCCCTAT TTGTCGTATA ATCCTACTGT CGATCGTAAT TCTGCTTTCG TTGCTTTGTC 
TAAAGAACAG CGGGACGAGC TGGGTGGAAT TGAATATAGA GCTTTGAAAT GCGTCTGCTC 
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CATGGTTATC CTTTATTTTA TCATTTTTAA TATTGCTGCC TTTGTGACCT TCATTGTTTT 
TGCTTATACG GCAGTGGGAT CGCGAGAGGT AATAGATTCT TATGACTTAC GTCGTGGGTG 
GTGGGCGTTA TTCTCGTCTG CTTCTTCATT TAATGATTTG GGGTTTTCTT TAATACCATC 
GTCTTTTGTG CCAATGAATC GAAACATTTT TCTTTTGTTG ATTTCATCTT TATTCATTAT 
CGCAGGTAAC ACGGGATTCC CTTGTTTTTT TAGAACATTC ATTTGGACAA CGTATAAGCT 
ATACCCTTTT AGTTTTGAGA AGAAAGAAGC TATGGCATTT CTCCTTGATC ATCCTCGACG 
ATGTTTCACT TTATTGTTTC CATCTGGAGC AACCTGGGTC TTGTTTTTTG TTTTGCTGCT 
GCTTAATGTC ATTGATCTGG TATTGTTCAT GGTCTTAGAT ACTGGAAGTA AAGCAGTCGC 
TAGCCTTCCT AAAGGTATTA GGGTTGTAAA TGCAATATTT CAATCAGTTT GTACAAGAAC 
CGCAGGATTC ACGAGTGTAT CAATTAGTGA ACTTCACCCA GCAGTACTGG TCAGTTACAT 
GGTTATGATG TATATTTCTG TTTATCCAGT TGCTATCAAC ATGAGAAATA CCAATGTTTA 
TGAGGAGCGA TCTTTGGGTG TTTACAGAAC TGAAGATGAT GAGGGGAAAT CTTTCTTAAA 
AGATCACCTT ACTGAACAAT TAAGTTACGA TTTATGGTAT ATTTTTCTAG GGCTATTCAT ^ 
CAT ATG C ATT TGTGAAGGAG GTAAAATCTC CAATCCTCTA GATACCGATT TCAGTATTTT 
TACTGTCCTT TTTGAAGTAG TCTCTGCTTA CGGTACGGTG GGACTTAGTA CTGGATTAAG 
CTCCTCAAAT TGTTCACTTT CAGCAAGATT TACTACTATA AGTAAACTAG TTATTATAGC 
ACTTGAACTG CGCGGTAGAC ATAGAGGTTT ACCCAGGGCT GTTGTACGAG CCATCCTTCT 
TCCTTCTGAA AAAAATAATC TGAAAGAAGA AGAAGATTAT CAACGTCGTC ACGGATTTTC 
CATAGACAAC GCACGTGGCA GTATTG CAGT TTCTCGAGAC TGATATTTCT TATCACGATC 
ATGTATTATA TTTGTAAATT ATATCATCTA ATAAATAGTA CTCCGCTAAA TTTCATACTC 
CTGATCGATA CACCGTTTGT CCGCCATTTC TGAGTTGAAT TGTTTCCTTC GACGAAAGAA 
TTTGTAAAGC CATTTCTA 25 

3. ^formation zur SEQ ID NO.2 

a) Sequenzcharakteristika - 30 

1. Lange: 841 Aminosauereste 

2. Typ: Aminosaure 

3. Strang: kodicrend 

4. Topologie: linear 35 

b) Molekiiltyp: Protein 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.2 

FT CDS 302.. 2803 

FT /N0TE="NCBI GI : 550526" 40 

FT /CODON_START=l 

FT /PR0DUCT="K+ TRANSPORTER HOMOLOGUE " 

FT /DB_XREF= " PID : G5 5 05 2 6 " 

FT /DB_XREF= "SWISS- PROT : P4 7 94 6 " 

FT /TRANSLATION^ "MVQVGDTNFWIQGNSLYLHISLTI IASVLLFTGGTTTKIK 

FT FLASSATTQTGLNSVDIiNSLSIWQQFILYGFTAITVPIWMHGSISFIRLYWFRR 

FT VRQNRTRKFQRKLRKS LMKKSEDDEEQGVRGRKI R VMLP YLHS LRS PTS LKNF S 

FT DSTNNPYFPDNPPSPKADISKDEYFGKYLPKKSDTLDMDLESHNMTFHDYEPSI 

FT DFGSSHSASMQMYEMDDLHPRLRRQSSFISSVNPLEADYTRETLSEGALVQESL 50 

FT YSDTNLWSRDSFTLTGDDNLFPEGGLRPANTIDGIVRSSLSSSSLSKDTEPST 

FT AFTGLNKPTIERERNLKLRKKSRFYKKSLRSRFSRGLHRPIRWTKSFTSNRRNL 

FT LSSAFAKKHEPSISSRHTTMSLPYLSYNPTVDRNSAFVAIiSKEQRDELGGIEYR 

FT CSMVILYFIIFNIAAFVTFIVFAYTAVGSREVIDSYDLRRGWWALFSSASSFND 55 

FT IPSSFVPMNRNIFLLLISSLFIIAGNTGFPCFFRTFIWTTYKLYPFSFEKKEAM 

FT HPRRCFTLLFPSGATWVLFFVLLLIiNVIDLVLFMVLDTGSKAVASLPKGIRWN 

FT VCTRTAGFTS VS I SELHPAVIjVS YMVMMY IS VYPVAINMRNTNVYEERSLjGVYR 

FT GKSFLKDHLTEQLSYDLWYIFLGLFIICICEGGKISNPLDTDFSIFTVLFEVVS 

FT GLSTGLSSSNCSLSARFTTISKLVIIALELRGRHRGLPRAWRAIIiLPSEKNNL M 

FT YQRRHGFS IDNARGS IAVSRD ■ 
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Information zur SEQ ID NO.3 

a) Sequenzcharakteristika 

1. Lange: 2806 Basenpaare 

2. Typ: Nukleinsaure 

3. Strang: Einzelstrang 

4. Topologie: linear 

b) Molekultyp: cDNS 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.3 

SPTRK2 PRELIMINARY; DNA; 2 806 BP. 

SEQUENCE 2806 BP; 828 A; 550 C; 540 G; 888 T; 0 OTHER; 
ATACAGATTT TATCATGCAG TTATCGGGTT TTTCTACAAA CGGTTCCGGT TCCTTGAATA 
CCATTGTATG TGAAAAACTT CTTTTCAAGC CTAACTTTGT TCAAGATTCT TTTATAATAG 
GAATGACTAT TTTATGTTCA GTAATATTGT ATGGGTCGGG AAATTTGCGC TACATAGATG 
CTTTGTTGTT GGCTTCTGGT TCTTGTACTC AGACTGGCTT GCAGCCTGTG GACCTCACGC 
AGATATCCAT TTACCAACAG TTAACTATTC TCCTTTTTGG AGTTTTGAGT ACACCAATTA 
CTGTGAACCT GGGCTTGACT TTGTTTAAGC TGTACTTCTA TAACAAGCGA TATGACATGG 
TCATAACAAA TAATAAACTT AGGATGACAT ATACTTATCA CACTGTAAGA AGAAGGGATA 
CTCCAGAGCC TTCCAAAGTT GGCAATCGAA AAATTCGGGT TTTGTTAGAC CAGGGTAATC 
AAATGCACCG GCCAGTTGCC CCAGAGACTA AGGCTGAGGA AGCTGAACAC CAAGAGAATG 
AAAAACATCA CAGGCACCAT TTTCGTCTAA GGAAATTTGC TAATGCAATC GATCGCCCAA 
GCTTCTTTCG CGGGAATACC ATGCCCGCTC TCCCTAGTTA TGCAGGTGTT AGAAATTCTC 
AAGAAAATGA AGACAGAACT GAAGCATTAA GTCCAGCTCT TGGGAAACGA AGAATGGCAT 
CAATCGACAA TGGATCTTTA TCCGTTGTAC AAAACAATGC TAGAAATAAT CCTGTCGACT 
TTTACATTCC TAGTTCGTTT GAAGAATCAT CTTTTCAAAC AATTC CTGAG GATTTTGAGC 
CTCAAGTACA TGACCACGAG AATCAAACAC AACTGAACCA TCATCTGGAT AACAACAGTT 
CTATCTCTTC GCACAATCCT TCCCTAGAAA CTGCAAATGA TGGTAATCAG GAAACTGTTT 
CATCCTCAAA CTCAAACTAC AGCACAACAA GAGTTGACAA TGATCCACAT GTAGCATCTT 
ATTCACCTCA AAATTCGAAT TTTGATCATC AGGCTGCTGC AACTACTAAC GATGCACATC 
AAAATGTAGT ACGCGGCTCT GCAATTACCA TTGCACCAAC CCCTGTTCCC AGGCATAATC 
GCAGGCCTAT ATATTTTGCT GATGACACGA ATGGAGCTGA GCAGGAAAAA GGTGCTCATC 
GACTTGATGG ACGAGGTAGA AAACGTGGTA AATCATTTGC TGTTACACCT ACACTTCACA 
GGAATGAGCG CTCAATGTCT GTCCTACCAT TTCAATTAGC CAAATCATTT ACATCTGCTC 
TTCCTCGAAG ACTCACATTC AACCGTACTC ACACGAAAGC TAGCACAATG AGTTTACCTT 
ATTTATCGTA CAATGCAACA GTGGGCAGAA ATTCTGCATT TTATGCCTTA ACTCCAGTGG 
AGAGAGAAGA ATTGGCGGGA ATTGAATATG AATCTCTCAG GATATTGACT GTCATATTAG 
TGGTTTATTT TCTGTTTTGG CATATTCTTG GTTTGGTTGC GTTCCTAATA TTCATTTATA 
CTGCTAAAAC ATCCGGTCGT GTAGTTACGG ACGGCGGTAT AAATAGAGGC TGGTGGGCAG 
CGTTTACTTC TAGTTCGCTG TTTGATAATC TAGGCTATTC GTTGAACAGC GATTCTTTAA 
ATTCCTTTCA AAAAGCCATA TTTCCTCAGG TTCTTGGAAC TATTCTGATA TTTTTAGGGA 
ATACTTTCTT TCCAATTATG CTCCGGTTTA TAATTTGGAT TATGATACGA ACAACGAGAT 
TTTCGCCTAA TTTCCAGCAA GCTTTGTACT TTCTTTTCGA ACACCCTCGA CGAAGTTTTA 
CTCTTCTGTT TCCTTCAAAA ACTACTTGGG TGCTTTTTTT AAATTTAACT TTATTGAATT 
TTGCTTCCTT TTTCTTTTTT ATGGTTTTAG ACTTGGGTAA TTCATATGTT GACAAAATTC 
CAGTTGGTTA TCGAATTATG AATGCTATAT TTCAAAACGC AGCTACACGT TCTGCTGGCT 
TTACGGTGGT TGATTTAAGC CAAATTGCTC CGGCAGTAAT GGTGACCTAC ATGTTTATGA 
TGTATATCTC TGCCTATCCA ATCGCAATGA GTATTCGACA AACTAATGTT TACGAGGAAC 
GTTCTCTTGG AATATATGCA GCAGACACCG AAAATGATGA TGATAATAAT ATTAATAATA 
ATAATAATGA TAATAATACG CCGAAAAGGA AAAATTTTTT GATGGACCAT ATACAAAGGC 
AACTGAGTCA CGATTTGTGG TATTTATTCC TAGGCTACTT CATAATTACT ATAGTCGAAG 
GTCGTCGATT AGAGTCGGAA GCGGAACCGC AATTTACGCT TTTTGCTATT TTATTCGAGG 
TGATTTCAGG CTATGGCACT GTGGGCCTAA GCTTAGGGTA CAAAAATGAT CCTTCGCTTA 
CGGCTCAGTT TCGGAAAATT AGCAAACTTG TTATGGTTGC ACTACAGATT CGTGGACGAC 
ATAGAGGACT TCCAAGTGCA TTAGATAGAG-CAGTGCTAAT GCCTTCGGAT AAAAACTTTG 
ACCGGGAAGA AGAGGATTAT ATGAGACGTC ACGGGAAAAA AAATACTAAT AGAGCAGACC 
CGGTACCCAG TTCTTAATGA TTATAACCTC ACGGTTGATT AGACTTACTT TCTATGAAAA 
TGCAAGGCAA GGTCAGGAGC TAATGAAACT TGTACTGTAT CTTCTGGTTC TGTGCCATTT 
TAACTGATTG GGCCTTAAAA GAACTTTTTG TTTTATTTTA TTTTAC 
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5 . Information zur SEQ ID NO.4 

a) Sequenzcharakteristika 

1. Lange: 880 Aminosaurereste 5 

2. Typ: Nukleinsaure 

3. Strang: kodierend 

4. Topologie: linear 

b) Molekiiltyp: Protein iu 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.4 

ID SPTRK2 PRELIMINARY; PRT; 880 AA. 

DT 01-NOV-1997 (CREATED BY PC /GENE PROGRAM TRANS L) 

DE SCH POMBE l5 
OS SPTRK2 OHNE INTRONS 

CC TRANSLATED FROM DNA SEQUENCE SPTRK2 (BASES 15 TO 2 654) . 

SQ SEQUENCE 880 AA; 99848 MW; 3988070 CN; 

MQLSGFSTNG SGSLNTIVCE KLLFKPNFVQ DSFIIGMTIL CSVILYGSGN LRYIDALLLA 
SGSCTQTGLQ PVDLTQISIY QQLTILLFGV LSTPITVNLG LTLFKLYFYN KRYDMVITNN 20 
KLRMTYTYHT VRRRDTPEPS KVGNRKI RVL LDQGNQMHRP VAP ETKAEEA EHQENEKHHR 
HHFRLRKFAN AIDRPSFFRG NTMPALPSYA GVRNS QENED R TEALS PALG KRRMASIDNG 
SLSWQNNAR NNPVDFYIPS SFEESSFQTI PEDFEPQVHD HENQTQLNHH LDNNSSISSH 
NPSLETANDG NQETVSSSNS NYSTTRVDND PHVASYSPQN SNFDHQAAAT TNDAHQNWR 2 5 
GSAITIAPTP VPRHNRRPIY FADDTNGAEQ EKGAHRLDGR GRKRGKS FAV TPTLHRNERS 
MSVLPFQLAK SFTSALPRRL TFNRTHTKAS TMSLPYLSYN ATVGRNSAFY ALTPVEREEL 
AGIEYESLRI LTVILWYFL FWH I LGLVAF LIFIYTAKTS GRWTDGGIN RGWWAAFTSS 
SLFDNLGYSL NSDSLNSFQK AIFPQVLGTI LIFLGNTFFP IMLRFIIWIM IRTTRFSPNF 
QQALYFLFEH PRRSFTLLFP SKTTWVLFLN LTLLNFASFF FFMVLDLGNS ' YVDKIPVGYR 30 
IMNAIFQNAA TRSAGFTWD LSQIAPAVMV TYMFMMY I S A YPIAMSIRQT NVYEERSLGI 
YAADTENDDD NNINNNNNDN NTPKRKNFLM DHIQRQLSHD LWYLFLGYFI ITIVEGRRLE 
SEAEPQFTLF AILFEVISGY GTVGLS LGYK NDPSLTAQFR KISKLVMVAL QIRGRHRGLP 
SALDRAVLMP SDKNFDREEE DYMRRHGKKN TNRADPVPSS 35 

6. Information zur SEQ ID NO.5 

a) Sequenzcharakteristika 40 

1 . Lange: 4070 Basenpaare 

2. Typ: Nukleinsaure 

3. Strang: Einzelstrang 

4. Topologie: linear 45 

b) Molekiiltyp: cDNS 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.5 

SQ SEQUENCE 4070 BP; 713 A; 1413 C; 1255 G; 689 T; 

ACGCGGCCTG CTCAGGCCTC CAGCGGCCGG TCGGAGGGGA GGCGGGAGGC GAGCGAGGAC 50 
CCGCGCCCGC AGTCCAGTCT GTGCGCGCCC GTGCTCGCTT GGCGCGGTGC GGGAC CAGCG 
CCGGCCACCC GAAGCCTAGT GCGTCGCCGG GTGGGTGGGC CCGCCCGGCG CCATGGGCTC 
AGGATGCCGG TGCGGAGGGG CCACGTCGCG CCGCAGAACA CCTTCCTGGA CACCATCATC 
CGCAAGTTTG AGGGCCAGAG CCGTAAGTTC ATCATCGCCA ACGCTCGGGT GGAGAACTGC 
GCCGTCATCT ACTGCAACGA CGGCTTCTGC GAGCTGTGCG GCTACTCGCG GGCCGAGGTG 5 * 
ATGC AG CGAC CCTGCACCTG CGACTTCCTG CACGGGCCGC GCACGCAGCG CCGCGCTGCC 
GCGCAGATCG CGCAGGCACT GCTGGGCGCC GAGGAGCGCA AAGTGGAAAT CGCCTTCTAC 
CGGAAAGATG GGAGCTGCTT CCTATGTCTG GTGGATGTGG TGCCCGTGAA GAACGAGGAT 
GGGGCTGTCA TCATGTTCAT CCTCAATTTC GAGGTGGTGA TGGAGAAGGA CATGGTGGGG 
TCCCCGGCTC ATGACACCAA CCACCGGGGC CCCCCCACCA GCTGGCTGGC CCCAGGCCGC 
GCCAAGACCT T CCGCCTG AA GCTGCCCGCG _CTGCTGGCGC TGACGGCCCG GGAGTCGTCG 
GTGCGGTCGG GCGGCGCGGG CGGCGCGGGC GCCCCGGGGG CCGTGGTGGT GGACGTGGAC 
CTGACGCCCG CGGCACCCAG CAGCGAGTCG CTGGCCCTGG ACGAAGTGAC AGCCATGGAC 
AACCACGTGG C AGGG CTCGG GCCCGCGGAG GAGCGGCGTG CGCTGGTGGG TCCCGGCTCT 
CCGCCCCGCA GCGCGCCCGG CCAGCTCCCA TCGCCCCGGG CGCACAGCCT CAACCCCGAC 
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GCCTCGGGCT CCAGCTGCAG CCTGGCCCGG ACGCGCTCCC GAGAAAGCTG CGCCAGCGTG 
CGCCGCGCCT CGTCGGCCGA CGACATCGAG GCCATGCGCG CCGGGGTGCT GCCCCCGCCA 
CCGCGCCACG CCAGCACCGG GGCCATGCAC CCACTGCGCA GCGGCTTGCT CAACTCCACC 
TCGGACTCCG ACCTCGTGCG CTACCGCACC ATTAGCAAGA TTCCCCAAAT CACCCTCAAC 
TTTGTGGACC TCAAGGGCGA CCCCTTCTTG GCTTCGCCCA CCAGTGACCG TGAGATCATA 
GCACCTAAGA TAAAGGAGCG AACCCACAAT GTCACTGAGA AGGTCACCCA GGTCCTGTCC 
CTGGGCGCCG ACGTGCTGCC TGAGTACAAG CTGCAGGCAC CGCGCATCCA CCGCTGGACC 
ATCCTGCATT ACAGCCCCTT CAAGGCCGTG TGGGACTGGC TCATCCTGCT GCTGGTCATC 
TACACGGCTG TCTTCACACC CTACTCGGCT GCCTTCCTGC TGAAGGAGAC GGAAGAAGGC 
CCGCCTGCTA CCGAGTGTGG CTACGCCTGC CAGCCGCTGG CTGTGGTGGA CCTCATCGTG 
GACATCATGT TCATTGTGGA CATCCTCATC AACTTCCGCA CCACCTACGT CAATGCCAAC 
GAGGAGGTGG TCAGCCACCC CGGCCGCATC GCCGTCCACT ACTTCAAGGG CTGGTTCCTC 
IS ATCGACATGG TGGCCGCCAT CCCCTTCGAC CTGCTCATCT TCGGCTCTGG CTCTGAGGAG 
CTGATCGGGC TGCTGAAGAC TGCGCGG CTG CTGCGGCTGG TGCGCGTGGC GCGGAAGCTG 
GATCGCTACT CAGAGTACGG CGCGGCCGTG CTGTTCTTGC TCATGTGCAC CTTTGCGCTC 
ATCGCGCACT GGCTAGCCTG CATCTGGTAC GCCATCGGCA ACATGGAGCA GCCACACATG 
GACTCACGCA TCGGCTGGCT GCACAACCTG GGCGACCAGA TAGGCAAACC CTACAACAGC 
AGCGGCCTGG GCGGCCCCTC CATCAAGGAC AAGTATGTGA CGGCGCTCTA CTTCACCTTC 
AGCAGCCTCA CCAGTGTGGG CTTCGGCAAC GTCTCTCCCA ACACCAACTC AGAGAAGATC 
TTCTCCATCT GCGTCATGCT CATTGGCTCC CTCATGTATG CTAGCATCTT CGGCAACGTG 
TCGGCCATCA TCCAGCGGCT GTACTCGGGC ACAGCCCGCT ACCACACACA GATGCTGCGG 
25 GTGCGGGAGT TCATCCGCTT CCACCAGATC CCCAATCCCC TGCGCCAGCG CCTCGAGGAG 
TACTTCCAGC ACGCCTGGTC CTACACCAAC GGCATCGACA TGAACGCGGT GCTGAAGGGC 
TTCCCTGAGT GCCTGCAGGC TGACATCTGC CTGCACCTGA ACCGCTCACT GCTGCAGCAC 
TGCAAACCCT TCCGAGGGGC CACCAAGGGC TGCCTTCGGG CCCTGGCCAT GAAGTTCAAG 
30 ACCACACATG CACCGCCAGG GGACACACTG GTGCATGCTG GGGACCTGCT CACCQCCCTG 
TACTTCATCT CCCGGGGCTC CATCGAGATC CTGCGGGGCG ACGTCGTCGT GGCCATCCTG 
GGGAAGAATG ACATCTTTGG GGAGCCTCTG AACCTGTATG CAAGGCCTGG CAAGTCGAAC 
GGGGATGTGC GGGCCCTCAC CTACTGTGAC CTACACAAGA TCCATCGGGA CGACCTGCTG 
GAGGTGCTGG ACATGTACCC TGAGTTCTCC GACCACTTCT GGTCCAGCCT GGAGATCACC 
35 TTCAAC CTG C GAGATACCAA CATGATCCCG GGCTCCCCCG GCAGTACGGA GTTAGAGGGT 
GGCTTCAGTC GGCAACGCAA GCGCAAGTTG TCCTTCCGCA GGCGCACGGA CAAGGACACG 
GAGCAGCCAG GGGAGGTGTC GGCCTTGGGG CCGGGCCGGG CGGGGGCAGG GCCGAGTAGC 
CGGGGCCGGC CGGGGGGGCC GTGGGGGGAG AGCCCGTCCA GTGGCCCCTC CAGCCCTGAG 
40 AGCAGTGAGG ATGAGGGCCC AGGCCGCAGC TCCAGCCCCC TCCGCCTGGT GCCCTTCTCC 
AGCCCCAGGC CCCCCGGAGA GCCGCCGGGT GGGGAGCCCC TGATGGAGGA CTGCGAGAAG 
AGCAGCGACA CTTGCAACCC CCTGTCAGGC GCCTTCTCAG GAGTGTCCAA CATTTTCAGC 
TTCTGGGGGG ACAGTCGGGG CCGCCAGTAC CAGGAGCTCC CTCGATGCCC CGCCCCCACC 
CCCAGCCTCC TCAACATCCC CCTCTCCAGC CCGGGTCGGC GGCCCCGGGG CGACGTGGAG 
AGCAGGCTGG ATGCCCTCCA GCGCCAGCTC AACAGGCTGG AGACCCGGCT GAGTGCAGAC 
ATGGCCACTG TCCTGCAGCT GCTACAGAGG CAGATGACGC TGGTCCCGCC CGCCTACAGT 
GCTGTGACCA CCCCGGGGCC TGGCCCCACT TCCACATCCC CGCTGTTGCC CGTCAGCCCC 
CTCCCCACCC TCACCTTGGA CTCGCTTTCT CAGGTTTCCC AGTTCATGGC GTGTGAGGAG 
50 CTGCCCCCGG GGGCCCCAGA GCTTCCCCAA GAAGGCC CCA CACGACGCCT CTCCCTACCG 
GGCCAGCTGG GGGCCCTCAC CTCCCAGCCC CTGCACAGAC ACGGCTCGGA CCCGGGCAGT 
TAGTGGGGCT GCCCAGTGTG GACACGTGGC TCACCCAGGG ATCAAGGCGC TGCTGGGCCG 
CTCCCCTTGG AGGCCCTGCT CAGGAGGCCC TGACCGTGGA AGGGGAGAGG AACTCGAAAG 
CACAGCTCCT CCCCCAGCCC TTGGG AC CAT CTTCTCCTGC AGTCCCCTGG GCCCCAGTGA 
GAGGGGCAGG GGCAGGGCCG GCAGTAGGTG GGGCCTGTGG TCCCCCCACT GCCCTGAGGG 
CATTAGCTGG TCTAACTGCC CGGAGGCACC CGGCCCTGGG CCTTAGGCAC CTCAAGGACT 
TTTCTGCTAT TTACTGCTCT TATTGTTAAG GATAATAATT AAGGATCATA TGAATAATTA 
ATGAAGATGC TGATGACTAT GAATAATAAA TAATTATCCT GAGGAGAAAA 

60 



65 
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7. Information zur SEQ ID NO.6 

a) Sequenzcharakteristika 

1 . Lange: 1 1 59 Aminosaurereste 

2. Typ: Aminosaure 

3. Strang: kodierend 

4. Topologie: linear 

b) Molekultyp: Protein 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ED NO.6 



FT CDS 184. .3663 

FT /STANDARD_NAME= "HUMAN EAG RELATED GENE" 

FT / GENE= "HERG" 

FT / NOTE= " NCB I GI : 4 8773 8" 

FT / PRODUCT = " PUTATIVE POTASSIUM CHANNEL SUBUNIT" 

FT /CODON_START=l 

FT 



/TRANSLATION- "MPVRRGHVAPQNTFLDTI IRKFEGQSRKFIIANARVENCAVIYC 

FT NDGFCELCGYSRAEVMQRPCTCDFLHGPRTQRRAAAQIAQAIiLGAEERKVEIAFYRKD 

FT GSCFLCLVDVVPVKNEDGAVIMFILNFEVVMEKDMVGSPAHDTNHRGPPTSWLAPGRA 

FT KTFRIi KLPALLlAL TARES SVRS GG AGG AGAPG AVWD VDLTP AAP SSE S LALDE VTAM 

FT DNHVAGLGPAEERRALVGPGSPPRSAPGQLPSPRABSLNPDASGSSCSLARTRSRESC 

FT ASVRRASSADDIEAMRAGVLPPPPRHASTGAMHPLRSGLLNSTSDSDLVRYRTISKIP 

FT Q I TLNFVDLKGD PFLAS PTSDRE 1 1 AP KI KERTHNVTEKVTQ VLSLGAD VL PE YKLQA 

FT PR IHRWTI LHYS PFKAVWDWL I LLLVI YTAVFTP YS AAFLLKETEEGPPATECGYACQ 

FT PLAWDLI VD IMFI VD I L INFRTTYVNANEE WSHPGR I AVHYFKGWFL I DMVAAI PF 

FT DLLIFGSGSEELIGLLKTARLLRLVRVARKLDRYSEYGAAVLFLLMCTFAI.IAHWLAC 

FT IWYAIGNMEQPHMDSRIGWLHNLGDQIGKPYNSSGLGGPSIKDKYVTALYFTFSSLTS 

FT VGFGNVS PNTNS EKI FS I CVML I GS LM YAS I FGNVS AI I QRL YS GTAR YHTQMLRVRE 

FT F I RFHQ I PNPLRQRLEE YFQHAWS YTNG I DMNAVLKGFPECLQAD I CLHLNRS LLQHC 

FT KPFRGATKGCLRALAMKFKTTHAPPGDTLVHAGDLLTAIiYFISRGSIEILRGDVWAI 

FT LGKNDIFGEPLNLYARPGKSNGDVRALTYCDLHKIHRDDLLEVLDMYPEFSDHFWSSL 

FT EITFNLRDTNMIPGSPGSTELEGGFSRQRKRKLSFRRRTDKDTEQPGEVSALGPGRAG 

FT AGPSSRGRPGGPWGESPSSGPSSPESSEDEGPGRSSSPLRLVPFSSPRPPGEPPGGEP 

FT LMEDCEKSSDTCNPLSGAFSGVSNIFSFWGDSRGRQYQELPRCPAPTPSLLNIPLSSP 

FT GRRPRGDVESRLDALQRQLNRLETRLSADMATVLQLLQRQMTLVPPAYSAVTTPGPGP 

FT TSTSPLLPVSPLPTLTLDSLSQVSQFMACEELPPGAPELPQEGPTRRLSLPGQLGALT 

FT SQPLHRHGSDPGS" 

8. Information zur SEQ ID NO.7 

a) Sequenzcharakteristika 

5. Lange: 54 Basen 

6. Typ: Nukleinsaure 

7. Strang: Einzelstrang 

8. Topologie: linear 

b) Molekultyp: Oligonukleotid 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO.7 

5 % CAC GGA TCC ACA GAT TTT ATC ATG CAG TTA TCG GGT TTT TCT ACA AAC GGT TCC3 1 

9. Information zur SEQ ID NO.8 

a) Sequenzcharakteristika 

9. Lange: 20 Basen 

10. Typ: Nukleinsaure 

11. Strang: Einzelstrang 

12. Topologie: linear — 

b) Molekultyp: Oligonukleotid 

c) Sequenzbeschreibung SEQ ED NO.8 

5 % CGC GAA AGA AGC TTG GGC GA 3* 
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Palcntanspriichc 

1. Schizosaccharomyces pombc Mulanien mil Dcfektcn in dcr Kaliumaufnahme die crhaliiich sind durch Muiation 
dcr Kaliumlransporter TKHp und/cxler Trk2p, Einfuhrung ciner oder mchrcrcr sclcktivcr Marker (Auxotrophicn 
und/odcr Resisienzen), 

2. Schizosaccharomyces pomhe Mutantcn tkh, irk2 und tkh trk2 

3. Verwendung der Schizosaccharomyces pombe Mutamcn nach Ansprueh 1 oder 2 als Wirtsorganismus zur ho- 
mologcn oder heterologen Expression von Kaliumioncn Kanalen. 

4. Ein genetisch modinzierter Schizosaccharomyces pombe Hefeslamm der die Nukleinsaurescquenz tiir das hu- 
mane erg Kaliumionen-Kanal Gen (HERG) aber nicht die der Ilefe cigenen Kaliumtransponcr TKHp und Trk2p ex- 
primiert. 

5. Iiin Vcrfahren zur Dctektion spezifischer Modulatoren des TIERG Kaliumionen-Kanals, einschlicSlich: 

a) Die ttehandlung des Schizosaccharomyces pombe Hefewirtsstamms, der die Nukleinsaurescquenz fur den 
humanen erg Kaliumionen-Kanal (HERG) oder ein funktioncllcs Dcrivat oder eine Mutalionsform dieses Ka- 
liumionen-Kanals aber nicht die dcr Hcfc eigenen TKHp oder Trk2 Kaliumioncn-Transporlproieine exprimicrt 
mil Teslsubstanzcn. 

b) Wachstumsbcsliinmungcn in Anwesenheit oder nach Anwendung ciner Testsubstanz, 

c) Mcssungcn des AnsLiegs oder der Abnahme des Kaliumtransportes derjenigen Stamme in Anwesenheit 
oder nach Anwendung einer Testsubsianz. 

6. Ein Verfahren nach Ansprueh 4 zurDeiektion von anti-arrythmische Substanzen. 

7. Ein Vcrfahren nach Ansprueh 4 zur Deickiion von antifibriliatorische Subsianzen. 

8. Ein Vcrfahren nach Ansprueh 4 zur Detektion von anti-cntzundiiehen Subsianzen. 

Hierzu 10 Seitc(n) Zcichnungen 



19941 768A II 
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Numrner 
Int. C!. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19941 768 A1 
C12N 1/19 

15. Marz2001 



j ff indlUOl 



TKH5* 



LEU2 



//wdII,I971 
ArrXI,2108 



TKH3* 



Fig. 

A2?al,3159 Mr 1,3620 



1 



1000 



2000 



3000 



Tkh::LEU2 (3620 bps) 



£jrXJ,5 
Sac 11,7 
INotlM 
\Eagl\2 
:Xbal2Q 
iSpeHl 
ZBamHl36 
~ Ar 1,241 

S \EcoRh25l 
!:£a>RV,254 
jtfmdIII,257 



Trk2 



500 



£caRV.1455 



///ndIII,2400 
fCZa 1,2414 
;:///« dTI.2420 
iSSh/ 1,2420 
ijATio 1,2428 
#z/idIII,2005 i-!Z>raII,2434 
pa 1,2014 \fKpn 1,2440 



URA4 



1000 



Trk2 



-j L. 



1500 



2000 



-L L_ 



Trk2::URA4 (2440 bps) 



BstXl5 
SacllJ. 

\Xbal20 
$peL27 
lBamHl t 36 
\ 1,241 



Ea>RI,1035 
Sac I.I038 
iS/naI,1040 
ifla/nHI,1044 

&rXI,1539 



£a>RV,4950 
WwdIII.4953 




Trk2 adh 



HERG 



URA4 



EcoRV t 6250 

////idIII,6714 
ClaU67\S 

HindlllJOSS 
C/a 1,7060 
•///* dll,7064 

7068 
iZ)raII,7070 
. taw 1,7077 

Trk2 



2000 



4000 



6000 



Trk2::adhHerg/Ura4 (7077 bps) 
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Nummer 
Int. CI. 7 : 

Off e n I eg u n gstag : 



DE 19941 768 A1 
C12N 1/19 

15. Marz2001 



ID SPTRKH PRELIMINARY; DNA; 2958 BP. 

AC L36563; * l g 

DT 01-OCT-1994 (REL. 41, CREATED) 

DT 01 -OCT- 1995 (REL. 45, LAST UPDATED, VERS TON 2) 

DE SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE K+ TRANSPORTER TRK HOMOLOGUE GENE, 

DE COMPLETE CDS. 

KW K+ TRANSPORT PROTEIN. 

OS SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE (YEAST) 

OC EUKARYOTA; PLAN7AE; THALLOBIONTA; EUMYCOTA; HEMIASCOMYCETES ; 

OC ENDOMYCETALSS; SACCHAROMYCETACEAE . 

RN [1] 

RP 1-2958 

RA SOLDATENKOV V.A., VELASCO J. A. , A VILA M.A. , DRITSCHILO A., 

RA NOTARIO V. ; 

RT "ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SP TRK, A GENE FROM 

RT SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE PREDICTED TO ENCODE A K+ TRANSPORTER 

RT PROTEIN"; 

RL GENE 161:97-191 (1995) . 

DR SWISS-PROT; P47946; TRKJ3CHPO. 

CC NCBI GI: 550525 

FT SOURCE 1..2958 

FT /ORGANISM=" SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE" 

FT / S EQUENCED_MOL= " DNA" 

FT CDS 302.. 2803 

FT /NOTE="NCBI GI : 550526" 

FT /CODON_START=1 

FT /PRODUCT="K+ TRANSPORTER HOMOLOGUE" 

FT / DB_XREF= "PID:G550526" 

FT /DB_XREF=" SWISS-PROT: P47946" 

FT /TRANSLATI ON= "MVQVGDTN FWIQGNS LYLHI S LT 1 1 ASVLLFTGGTTTKI K 

FT FLASS ATTQTGLN5 VDLNSLS I WQQFI LYGFTAITVP I WMHGS I S FI RLYWFRR 

FT VRQNRTRKFQRKLRKSLMKKSEDDEEQGVRGRKIRVMLPYLHSLRSPTSLKNFS 
FT DSTNNPYFPDNPPSPKADISKDEYFGKYLPKKSDTLDMDLESHNMTFHDYEPSI 
FT DFGSSHSASMQMYEMDDLHPRLRRQSSFISSVNPLEADYTRETLSEGALVQESL 
FT YSDTNLVVSRDSFTLTGDDNLFPEGGLRPANTIDGIVRSSLSSSSLSKDTEPST 
FT AFTGLNKPTISRERNLKLRKKSRFYKKSLRSRFSRGLHRPIRWTKSFTSNRRNL 
FT LSSAFAKKHEPSISSRHTTMSLPYLSYNPTVDRNSAFVALSKEQRDELGGIEYR 
FT CSMVILYFIIFNIAAFVTFIVFAYTAVGSREVTDSYDLRRGWWALFSSASSFND 
FT I PS SFVPMNRN I FLLLI SSLFI I AGNTGFPCFFRTFIWTTYKLYP FS FEKKEAM 

FT HPRRCFTLLFPSGATWVLFFVLLLLNVIDLVLFMVLDTGSKAVASLPKGIRWN 
FT VCTRTASFTSV3 1 S ELHPAVLVS YMVMMYI SVYPVAINMRNTNVYEERS LGVYR 

FT GKSFLKDHLTEQLSYDLWYIFLGLFIICICEGGXISNPLDTDFSIFTVLFEWS 
FT GLSTGLSSSNCSLSARFTTISKLVT IALELRGRHRGLPRAWRAILLPSEKNNL 

FT YQRRHG FS I DNARGS I AVS RD " 

SQ SEQUENCE 2958 BP; 824 A; 577 C; 551 G; 1006 T; 0 OTHER; 



AAAGAAGACG CGATTTTACG TT GT ATT ATA AGAGAGGAAT CCTCAAGTAT TGTTGAAAGG 



AATCGTCAAA 


GATTGGGTAA 


AAATGTCGTT 


TGTCATTTGT 


CATAATT CCC 


TTTTAGAAAT 


TTAGTGGTTT 


CCTCATCAGT 


ATCGCTTTTA 


CCCGTAGATT 


TCAAAACTAA 


TTGCTTCTTA 


TCTTGTCCAT 


AGTTAAGGAT 


TTCCGTTAAC TTCAAACCAA TTTCTCTGTT 


TCTTGTTCTG 


TTGTTGGTGG 


GTTTGGCTGG 


AACTATTGAC 


TAAAATAAAT 


GGT CCTAAAT 


TACATT CAAA 


GATGGTT CAA 


GTGGGTGATA 


CCAACTTTTG 


GATTCAAGGC 


AATT CAT TAT 


ATTTACATAT 


ATCCTTAACT 


ATCATTGCCT 


CTGTCCTACT 


TTTTACCGGA 


GGGACCACCA 


CGAAAATCAA 


GTATATCGAT 


GCTTTATTCT 


TAGCTAGCAG 


CGCAACTACC 


CAAACAGGCC 


TTAACAGT GT 


TGACTTAAAT 


TCTTTATCTA 


TCTGGCAGCA 


GTTTATCCTG 


TATGGATTTA 


CTGCTATTAC 


GGTTCCTATA 


TGGATGCACG 


GAAGTATTTC 


CTTCATCCGG 


CTGTATTGGT 


TTCGACGAAA 


AITTAftA<5AC 


GTTGTTCGTC AAAATCGTAC TC!ftAA AATTT rzir,nr,aaiir.r 


TCCGTAAAAG 


CTTAATGAAA 


AAAAGCGAGG 


AT GACGAAGA AC AG GGT GTT 


CGTGGTAGAA 


AAATTCGTGT 


AATGTTACCA 


TACCTACATT 


CACTAAGGAG T'CCAACGT CT 


CTAAAAAACT 


TCTCGAGATT 


TGACACGCAT 


GACAGTACGA 


ACAATCCGTA 


CTTTCCTGAC 


AACCCCCCTT 


CTCCCAAGGC 


AGAT AT AT CT 


AAAGACGAGT 


ATTTTGGAAA 


GTATCTCCCA 


AAAAAGTCTG 


ATACGCTAGA 


CATGGATTTG 


GAAAGTCACA 


ACAT GACTTT 


TCATGACTAT 


GAACCTTCCA 


TTGAAAATAA 


AAAT T AC GAT 


TTTGGTAGTT 


CGCATTCAGC 


CTCGATGCAA ATGTATGAAA 


TGGATGACCT 


TCATCCCCGA 


CTTCGTAGAC 


AAAGCT CTTT 


TATTTCCTCC 


GTTAATCCTT 


TAGAGGCTGA 
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CTACACCCGT 


GAAACTT TAT 


CTGAAGGCGC 


CTTAGTTCAG 


GAATCTCTCC 


CTATGGCTTA 


TAGTTATTCT 


GATACTAATT 


TGGTTGTATC 


GAGGGATTCA 


TTTACTCTCA 


CTGGGGACGA 


CAATCTTTTC 


CCAGAAGGTG 


GTTTAAGGCC 


TGCCAATACA 


AT AGAC GGAA 


TAGTAAGGTC 



TGCTTTCACC GGACTTAATA AGCCCACCAT AGAGCGT GAA CGTAATCTTA AACTAAGAAA 
AAAAAGTCGT TTT TATAAAA AATCTTTACG TTCCAGATTT TCGCGAGGAC TTCATCGTCC 
AATACGTTGG ACAAAGTCAT TCACTTCTAA CCGACGAAAC TTGACTCTTG AACGAGTCCT 
TTCTTCTGCC TTTGCTAAAA AACAT GAGCC TTCTATTTCA TCAAGACACA CTACTATGTC 
ACTTCCCTAT TTGTCGTATA ATCCTACTGT CGATCGTAAT TCTGCTTTCG TTGCTTTGTC 
TAAAGAACAG CGGGACGAGC TGGGTGGAAT TGAATATAGA GCTTTGAAAT GCGTCTGCTC 
CATGGTTATC CTTTATTTTA TCATTTTTAA TATTGCTGCC TTTGTGACCT TCATTGTTTT 
TGCTTATACG GCAGTGGGAT CGCGAGAGGT AATAGATTCT TATGACTTAC GTCGTGGGTG 
GTGGGCGTTA TTCTCGTCTG CTTCTTCATT TAATGATTTG GGGTTTTCTT TAATACCATC 
GTCTTTTGTG CCAATGAATC GAAACATTTT TCTTTTGTTG ATTTCATCTT TATT CATTAT 
C GCAGGTAAC ACGGGATTCC CTTGTTTTTT TAGAACATTC ATTTGGACAA CGTATAAGCT 
ATACCCTTTT AGTTTTGAGA AGAAAGAAGC TATGGCATTT CTCCTTGATC ATCCTCGACG 
ATGTTTCACT TTATTGTTTC CATCT GGAGC AACCTGGGTC TTGTTTTTTG TTTTGCTGCT 
GCTTAATGTC ATTGATCTGG TATTGTTCAT GGT CTTAGAT ACTGGAAGTA AAGCAGTCGC 
TAGCCTTCCT AAAGGTATTA GGGTTGTAAA TGCAATATTT CAAT CAGTTT GTACAAGAAC 
CGCAGGATTC AC GAGT GTAT CAATTAGTGA ACTTCACCCA GCAGTACTGG TCAGTTACAT 
GGTTAT GAT G TATATTTCTG TTTATC CAGT TGCTATCAAC AT GAG AAAT A CCAATGTTTA 
TGAGGAGCGA TCTTTGGGTG TTTACAGAAC TGAAGATGAT GAGGGGAAAT CTTTCTTAAA 
AGATCACCTT ACTGAACAAT TAAGTTACGA TTTATGGTAT ATTTTTCTAG GGCTATT CAT 
CATATGCATT TGTGAAGGAG GTAAAATCTC CAATCCTCTA GATACCGATT T CAGT AT TTT 
TACTGTCCTT TTTGAAGTAG TCTCTGCTTA CGGTACGGTG GGACTTAGTA CTGGATTAAG 
CTCCTCAAAT TGTTCACTTT CAGCAAGATT TACTACTATA AGTAAACTAG TTATTATAGC 
ACTTGAACTG CGCGGTAGAC ATAGAGGTTT ACCCAGGGCT GTTGTACGAG CCATCCTTCT 
TCCTTCTGAA AAAAATAATC TGAAAGAAGA AGAAGATTAT CAACGTCGTC ACGGATTTTC 
CATAGACAAC GCACGTGGCA GTATTGCAGT TTCTCGAGAC TGATATTTCT TAT CAC GAT C 
AT GT ATT AT A TTTGTAAATT ATATCATCTA ATAAATAGTA CTCCGCTAAA TTT CAT ACT C 
CT GAT C GAT A CACCGTTTGT CCGCCATTTC TGAGTTGAAT TGTTTCCTTC GACGAAAGAA 
TTTGTAAAGC CATTTCTA 



Fig.2B 
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ID 3PTRK2 PRELIMINARY; PRT; 8 80 AA. p. ^ a 

DT 01-NOV-1997 (CREATED BY PC/GENE PROGRAM TRANSL) Tlg.JA 
DE 5CH POMBE 
OS 5PTRK2 OHNE INTRONS 

CC TRANSLATED FROM DNA SEQUENCE SPTRK2 (BASES 15 TO 2654). 

SQ SEQUENCE 880 AA; 99848 MW; 3988070 CN; 

MQLSGFSTNG SGSLNTIVCE KLLFKPNFVQ DSFIIGMTIL CSVILYGSGN LRYIDALLLA 
SGSCTQTGLQ PVDLTQISIY QQLTILLFGV LSTPITVNLG LTLFKLYFYN KRYDMVTTNN 
KLRMTYTYHT VRRRDTFEPS KVGNRKIRVL LDQGNQMHRP VAPETKAEEA EHQENEKHHR 
HHFRLRKFAN AIDRPSFFRG NTMPALPSYA GVRNSQENED RTEALSPALG KRRMASIDNG 
SLSWQNNAR NNPVDFYIPS SFEESSFQTI PEDFEPQVHD HENQTQLNHH LDNNSSISSH 
NPSLETANDG NQETVSSSNS NYSTTRVDND PHVASYSPQN SNFDHQAAAT TNDAHQNWR 
GSAITIAPTP VPRHNRRPIY FADDTNGAEQ EKGAHRLDGR GRKRGKSFAV TPTLHRNERS 
MSVLPFQLAK SFTSALPRRL TFNRTHTKAS TMSLPYLSYN ATVGRNSAFY ALT PVE REEL 
AGIEYESLRI LTVILWYFL FWHILGLVAF LIFIYTAKTS GRWTDGGIN RGWWAAFTSS 
SLFDNLGYSL NSDSLNSFQK AIFPQVLGTI LIFLGNTFFP IMLRFIIWIM IRTTRFSPNF 
QQALYFLFEH PRRSETLLFP SKTTWVLFLN LTLLNFASFF FFMVLDLGNS YVDKIPVGYR 
IMNAIFQNAA TRSAGFTWD LSQIAPAVKV TYMFMMYISA YPIAMSIRQT NVYEERSLGI 
YAADTENDDD NNINNNNNDN NTPKRKNFLM DHIQRQLSHD LWYLFLGYFI ITIVEGRRLE 
SEAEPQFTLF AILFEVISGY GTVGLSLGYK NDPSLTAQFR KISKLVMVAL QIRGRHRGLP 
SALDRAVLMP SDKNFDREES DYMRRHGKKN TNRADPVPSS 

// 

ID SPTRK2 PRELIMINARY; DNA; 2906 BP. 

SQ SEQUENCE 2806 BP; 828 A; 550 C; 540 G; 888 T; 0 OTHER; 

ATACAGATTT TATCAT GCAG TTATCGGGTT TTTCTACAAA CGGTTCCGST TCCTTGAATA 
CCATTGTATG TGAAAAACTT CTTTTCAAGC CTAACTTTGT TCAAGATTCT TTTATAATAG 
GAATGACTAT TTTATGTTCA GTAATATTGT ATGGGTCGGG AAATTTGC3C TACATAGATG 
CTTTGTTGTT GGCTTCTGGT TCTTGTACTC AGACTGGCTT GCAGCCTGTG GACCTCACGC 
AGA TATCCAT TT AC CAACAG TTAACTATTC TCCTTTTTGG AGTTTTGAGT ACACCAATTA 
CTGTGAACCT GGGCTTGACT TTGTTTAAGC TGTACTTCTA TAACAAGCGA TATGACATGG 
TCATAACAAA TAATAAACTT AGGATGACAT ATACTTATCA CACTGTAAGA AGAAGGGATA 
CTCCAGAGCC TTCCAAAGTT GGCAATCGAA AAATT CGGGT TTTGTTAGAC CAGGGTAATC 
AAATGCACCG GCCAGTTGCC CCAGAGACTA AGGCT GAGGA AGCTGAACAC CAAGAGAATG 
AAAAACATCA CAGGCACCAT TTTCGTCTAA GGAAATTTGC TAATGCAATC GATCGCCCAA 
GCTTCTTTCG CGGGAATACC ATGCCCGCTC TCCCTAGTTA TGCAGGTGTT AGAAATTCTC 
AAGAAAATGA AGACAGAACT GAAGCATTAA GTCCAGCTCT TGGGAAACGA AGAAT GGCAT 
CAATCGACAA TGGATCTTTA TCCGTTGTAC AAAACAATGC TAGAAATAAT CCTGTCGACT 
TTTACATTCC TAGTTCGTTT GAAGAAT CAT CTTTTCAAAC AATTCCTGAG GATTTTGAGC 
CTCAAGTACA TGACCACGAG AATCAAACAC AACTGAACCA TCATCTGGAT AACAACAGTT 
CTATCTCTTC GCACAATCCT TCCCTAGAAA CTGCAAATGA TGGTAATCAG GAAACTGTTT 
CATCCTCAAA CTCAAACTAC AGCACAACAA GAGTT GACAA TGATCCACAT GTAGCATCTT 
ATTCACCTCA AAATT CGAAT TTT GAT CATC AGGCT GCTGC AACTACTAAC GAT GCACAT C 
AAAATGTAGT ACGCGGCTCT GCAATT AC CA TTGCACCAAC CCCTGTTCCC AGGCATAATC 
GCAGGCCTAT ATATTTTGCT GATGACACGA ATGGAGCTGA GCACGAAAAA GGTGCTCATC 
GACTTGATGG ACGAGGTAGA AAACGTGGTA AATCATTTGC TGTTACACCT ACACTTCACA 
GGAATGAGCG CTCAATGTCT GTCCTACCAT TTCAATTAGC CAAATCATTT ACATCTGCTC 
TTCCTCGAAG ACTCACATTC AACCGTACTC ACACGAAAGC TAGCACAATG AGTTTACCTT 
ATTTATCGTA CAAT GCAACA GTGGGCAGAA ATTCTGCATT TTATGCCTTA ACTCCAGTGG 
AGAGAGAAGA ATTGGCGGGA AT TGAATAT G AATCTCTCAG GATATTGACT GTCATATTAG 
TGGTTTATTT TCTGTTTTGG CATATTCTTG GTTTGGTTGC GTTCCTAATA TTCATTTATA 
CTGCTAAAAC ATCCGGTCGT GTAGTTACGG ACGGCGGTAT AAATAGAGGC TGGTGGGCAG 
CGTTTACTTC TAGTTCGCTG TTTGATAATC TAGGCTATTC GTT GAACAGC GATTCTTTAA 
ATTCCTTTCA AAAAGCCATA TTTCCTCAGG TTCTTGGAAC TAT T CT GAT A TTTTTAGGGA 
ATACTTTCTT TCCAATTATG CTCCGGTTTA TAATTT GGAT TAT GAT AC GA ACAACGAGAT 
TTTCGCCTAA TTTCCAGCAA GCTTTGTACT TTCTTTTCGA ACACCCTCGA CGAAGTTTTA 
CTCTTCTGTT TCCTTCAAAA ACTACTTGGG TGCTTTTTTT AAATTTAACT TTATTGAATT 
TTGCTTCCTT TTTCTTTTTT ATGGTTTTAG AQJTGGGTAA TTCATATGTT GACAAAATTC 
CAGTTGGTTA TCGAATTATG AATGCTATAT TTCAAAACGC AGCTACACGT TCTGCTGGCT 
TTACGGTGGT TGATTTAAGC CAAATTGCTC CGGCAGTAAT GGTGACCTAC AT GTTTATGA 
TGTATATCTC TGCCTATCCA AT CGCAAT GA GTATTCGACA AACTAATGTT TACGAGGAAC 
GTTCTCTTGG AATATAT GC A GCAGACACCG AAAATGATGA TGATAATAAT ATTAATAATA 
ATAATAATGA TAATAATACG CCGAAAAGGA AAAATTTTTT GAT GGACCAT ATACAAAGGC 
AACTGAGT CA CGATTTGTGG TATTTATTCC TAGGCTACTT CATAATTACT ATAGTCGAAG 
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GTCGTCGATT AGAGTCGGAA GCGGAACCGC AATTTACGCT TTTTGCTATT TTATTCrarr x~ 
l^JTr^ CTATGGCACT GTGGGCCTAA GCTTAGGGTA CaUSS CcSgStA Flg3B 
CGGCTCAGTT TCGGAAAATT AGCAAACTTG TTATGGTTGC ACTACAGATT CGTgSKSc 
irrrrfSrl TCCAAGTGCA TTAGATAGAG CAGTGCTAAT flSSSS A^S^G 
ACCGGGAAGA AGAGGATTAT ATGAGACGTC ACGGGAAAAA AAATACTAAT AGAGcSS? 
CGGTACCCAG TTCTTAATGA TTATAACCTC ACGGTTGATT AGACTTACTT JSfS^S 
GGTCAGGAGC TAATGAAACT TGTACT^S SSSSSJ ^GtScS^ 
TAACT GATTG GGCCTTAAAA GAACTTTTTG TTTTATTTTA TTTTAC TGTGCCATiT 
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ZEICHN-UNGEN SEITE 6 



Nummer: 
Int CI.': 

Offenlegungstag: 



DE 19941 768 A1 
C12N 1/19 

15. Mara 2001 



ID HERG PRELIMINARY; DNA; 4070 BP. 

DE HUMAN PUTATIVE POTASSIUM CHANNEL SUB UN IT (HERG) MRNA, COMPLETE CDS. 

AC U04270; 

OS HOMO SAPIENS 

OC EUCARYOTAE; METAZOA; CHORD ATA; VERTEB RATA ; GNATHOSTOMATA; MAMMALIA; 

OC EUTHERIA; PRIMATES; CATARRHINI ; HOMINIDAE; HOMO - 

RN [1 ] (BASES 184-3663) 

RA WARMKE J.W., GANETZKY B . 

RT "A NOVEL FAMILY OF POTASSIUM CHANNEL GENES RELATED TO EAG IN 

RT "DROSOPHILA AND MAMMALS 

RL PROC. NATL. ACAD. SCI. U.S.A. (1994) IN PRESS 

RN [2 ] (BASES 1-4070) 

RA WARMKE J.W. 

RT "DIRECT SUBMISSION 

RL SUBMITTED ( 09 -DEC- 1993 ) JEFFREY W. WARMKE, GENETICS AND MOLECULAR 

RL BIOLOGY, MERCK RESEARCH LABORATORIES , 126 EAST LINCOLN AVENUE, P.O. 

RL BOX 2000, RAHWAY, NJ 07065, USA 



FH KEY LOCATION/ QUALIFIERS 

FH 

FT SOURCE 1 . .4070 

FT /CLONE="PBII+HHl, PBII+KH10, PBHH10-4.5" 

FT /CLONE_LIB= " STRATAGENE NUMBER 936205 HUMAN HIPPOCAMPUS 

FT CDNA LIBRARY" 

FT / CHROMOSOME= H 7 » 

FT /ORGANISM^ "HOMO SAPIENS" 

FT /TISSUE_TYPE= n HIPPOCAMPUS " 

FT /DEV_STAGE="2 YEAR OLD" 

FT / SEX= " FEMALE " 

FT CDS 184.. 3663 

FT / STAND ARD_NAME = " HUMAN EAG RELATED GENE" 

FT /GENE= " HERG" 

FT /NOTE="NCBI GI : 487738" 

FT / PRODUCT = " PUTATIVE POTASSIUM CHANNEL SUBUNIT" 

FT /CODON_START=l 

FT /TRANSLATION="MPVRRGHVAPQNTFLDTIIRKFEGQSRKFIIANARVENCAVIYC 



FT NDGFCELCGYSRAEVMQRPCTCDFLHGPRTQRRAAAQIAQALLGAEERKVEIAFYRKD 
FT GSCFLCLVDVVPVTCNEDGAVIMFILNFEVVMEKDMVGSPAHDTNHRGPPTSWLAPGRA 
FT KTFRLKLPALLALTARESSVRSGGAGGAGAPGAVVVDVDLTPAAPSSESLALDEVTAM 
FT DNHVAGLGPAEERRALVGPGSPPRSAPGQLPSPRAHSLNPDASGSSCSLARTRSRESC 
FT ASVRRASSADDIEAMRAGVLPPPPRHASTGAMHPLRSGLLNSTSDSDLVRYRTISKIP 
FT QITLNFVDLKGDPFLASPTSDREIIAPKIKERTHNVTEKVTQVLSLGADVLPEYKLQA 
FT PRIIIRWTILHYSPFKAVWDWLILLLVIYTAVFTPYSAAFLLKETEEGPPATECGYACQ 
FT PL AWDL I VD IMF I VDI L INFRTT YVNANEE WSHPGRI AVH YFKGWFL IDMVAAI PF 
FT DLLIFGSGSEELIGLLKTARLLRLVRVARKLDRYSEYGAAVLFLLMCTFALIAHWLAC 
FT I W YAIGNMEQPHMDS R IGWLHNLGDQ I GKP YNS SGLGG PS I KDKYVTALYFTFS S LTS 
FT VGFGNVSPNTNSEKIFSICVMLIGSLMYASIFGNVSAIIQRLYSGTARYHTQMLRVRE 
FT FIRFHQ I PNPLRQRLEEYFQHAWS YTNG IDMNAVLKGFPECLQADICLHLNRSLLQHC 
FT KPFRGATKGCLRAIxAMKFKTTHAPPGDTLVHAGDLLTALYFISRGSIEILRGDVVVAI 
FT LGKNDIFGEPLNLYARPGKSNGDVRALTYCDLHKIHRDDLLEVLDMYPEFSDHFWSSL 
FT BITFNLRDTNMIPGSPGSTELEGGFSRQRKRKLSFRRRTDKDTEQPGEVSALGPGRAG 
FT AGPSSRGRPGGPWGESPSSGPSSPESSEDEGPGRSSSPLRLVPFSSPRPPGEPPGGEP 
FT LMEDCEKSSDTCNPLSGAFSGVSNIFSFWGDSRGRQYQELPRCPAPTPSLLNIPLSSP 
FT GRRPRGDVESRLDALQRQLNRLETRLSADMATVLQLLQRQMTLVPPAYSAVTTPGPGP 
FT TSTSPLLPVSPLPTLTLDSLSQVSQFMACEELPPGAPELPQEGPTRRLSLPGQLGALT 
FT SOPLHRHGSDPGS " 
CC ORIGIN 

SO SEQUENCE 4070 BP; 713 A; 1413_C; 1255 G; 689 T; 

ACGCGGCCTG CTCAGGCCTC CAGCGGCCGG TCGGAGGGGA GGCGGGAGGC GAG CG AGGAC 
CCGCGCCCGC AGTCCAGTCT GTGCGCGCCC GTGCTCGCTT GGCGCGGTGC GGGACCAGCG 
CCGGCCACCC GAAGCCTAGT GCGTCGCCGG GTGGGTGGGC CCGCCCGGCG CCATGGGCTC 
AGGATGCCGG TGCGGAGGGG CCACGTCGCG CCGCAGAACA CCTTCCTGGA CACCATCATC 
CGCAAGTTTG AGGGCCAGAG CCGTAAGTTC ATCATCGCCA ACGCTCGGGT GGAGAACTGC 
GCCGTCATCT ACTGCAACGA CGGCTTCTGC GAGCTGTGCG GCTACTCGCG GGCCGAGGTG 
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ATGCAGCGAC CCTGCACCTG CGACTTCCTG CACGGGCCGC GCACGCAGCG CCGCGCTGCC 
GCGCAGATCG CGCAGGCACT GCTGGGCGCC GAGGAGCGCA AAGTGGAAAT CGCCTTCTAC Flg.4B 
CGGAAAGATG GGAGCTGCTT CCTATGTCTG GTGGATGTGG TGCCCGTGAA GAACGAGGAT 
GGGGCTGTCA TCATGTTCAT CCTCAATTTC GAGGTGGTGA TGGAGAAGGA CATGGTGGGG 
TCCCCGGCTC ATGACACCAA CCACCGGGGC CCCCCCACCA GCTGGCTGGC CCCAGGCCGC 
GCCAAGACCT TCCGCCTGAA GCTGCCCGCG CTGCTGGCGC TGACGGCCCG GGAGTCGTCG 
GTGCGGTCGG GCGGCGCGGG CGGCGCGGGC GCCCCGGGGG CCGTGGTGGT GGACGTGGAC 
CTGACGCCCG CGGCACCCAG CAGCGAGTCG CTGGCCCTGG ACGAAGTGAC AGCCATGGAC 
AACCACGTGG CAGGGCTCGG GCCCGCGGAG GAGCGGCGTG CGCTGGTGGG TCCCGGCTCT 
CCGCCCCGCA GCGCGCCCGG CCAGCTCCCA TCGCCCCGGG CGCACAGCCT CAACCCCGAC 
GCCTCGGGCT CCAGCTGCAG CCTGGCCCGG ACGCGCTCCC GAGAAAGCTG CGCCAGCGTG 
CGCCGCGCCT CGTCGGCCGA CGACATCGAG GCCATGCGCG CCGGGGTGCT GCCCCCGCCA 
CCGCGCCACG CCAGCACCGG GGCCATGCAC CCACTGCGCA GCGGCTTGCT CAACTCCACC 
TCGGACTCCG ACCTCGTGCG CTACCGCACC ATT AG CAAG A TTCCCCAAAT CACCCTCAAC 
TTTGTGGACC TCAAGGGCGA CCCCTTCTTG GCTTCGCCCA CCAGTGACCG TGAGATCATA 
GCACCTAAGA TAAAGGAGCG AACCCACAAT GTCACTGAGA AGGTCACCCA GGTCCTGTCC 
CTGGGCGCCG ACGTGCTGCC TGAGTACAAG CTGCAGGCAC CGCGCATCCA CCGCTGGACC 
ATCCTGCATT ACAGCCCCTT CAAGGCCGTG TGGGACTGGC TCATCCTGCT GCTGGTCATC 
TACACGGCTG TCTTCACACC CTACTCGGCT GCCTTCCTGC TGAAGGAGAC GGAAGAAGGC 
CCGCCTGCTA CCGAGTGTGG CTACGCCTGC CAGCCGCTGG CTGTGGTGGA CCTCATCGTG 
GACATCATGT TCATTGTGGA CATCCTCATC AACTTCCGCA CCACCTACGT CAATGCCAAC 
GAGGAGGTGG TCAGCCACCC CGGCCGCATC GCCGTCCACT ACTTCAAGGG CTGGTTCCTC 
ATCGACATGG TGGCCGCCAT CCCCTTCGAC CTGCTCATCT TCGGCTCTGG CTCTGAGGAG 
CTGATCGGGC TGCTGAAGAC TGCGCGGCTG CTGCGGCTGG TGCGCGTGGC GCGGAAGCTG 
GATCGCTACT CAGAGTACGG CGCGGCCGTG CTGTTCTTGC TCATGTGCAC CTTTGCGCTC 
ATCGCGCACT GGCTAGCCTG CATCTGGTAC GCCATCGGCA ACATGGAGCA GCCACACATG 
GACTCACGCA TCGGCTGGCT GCACAACCTG GGCGACCAGA TAGGCAAACC CTACAACAGC 
AG CGGCCTGG GCGGCCCCTC CATCAAGGAC AAGTATGTGA CGGCG CTCTA CTTCACCTTC 
AGCAGCCTCA CCAGTGTGGG CTTCGGCAAC GTCTCTCCCA ACACCAACTC AGAGAAGATC 
TTCTCCATCT GCGTCATGCT CATTGGCTCC CTCATGTATG CTAGCATCTT CGGCAACGTG 
TCGGCCATCA TCCAGCGGCT GTACTCGGGC ACAGCCCGCT ACCACACACA GATGCTGCGG 
GTGCGGGAGT TCATCCGCTT CCACCAGATC CCCAATCCCC TGCGCC AG CG CCTCGAGGAG 
TACTTCCAGC ACGCCTGGTC CTACACCAAC GGCATCGACA TGAACGCGGT GCTGAAGGGC 
TTCCCTGAGT GCCTGCAGGC TGACATCTGC CTGCACCTGA ACCGCTCACT GCTGCAGCAC 
TGCAAACCCT TCCGAGGGGC CACCAAGGGC TGCCTTCGGG CCCTGGCCAT GAAGTTCAAG 
ACCACACATG CACCGCCAGG GGACACACTG GTGCATGCTG GGGACCTGCT CACCGCCCTG 
TACTTCATCT CCCGGGGCTC CATCGAGATC CTGCGGGGCG ACGTCGTCGT GGCCATCCTG 
GGGAAGAATG ACATCTTTGG GGAGCCTCTG AAC CTGTATG CAAGGCCTGG CAAGTCGAAC 
GGGGATGTGC GGGCCCTCAC CTACTGTGAC CTACACAAGA TCCATCGGGA CGACCTGCTG 
GAGGTGCTGG ACATGTACCC TGAGTTCTCC GACCACTTCT GGTCCAGCCT GGAGATCACC 
TTCAACCTGC GAGATACCAA CATGATCCCG GGCTCCCCCG GCAGTACGGA GTTAGAGGGT 
GGCTTCAGTC GGCAACGCAA GCGCAAGTTG TCCTTCCGCA GGCGCACGGA CAAGGACACG 
GAGCAGCCAG GGGAGGTGTC GGCCTTGGGG CCGGGCCGGG CGGGGGCAGG GCCGAGTAGC 
CGGGGCCGGC CGGGGGGGCC GTGGGGGGAG AGCCCGTCCA GTGGCCCCTC CAGCCCTGAG 
AG CAGTGAGG ATGAGGGCCC AGGCCGCAGC TCCAGCCCCC TCCGCCTGGT GCCCTTCTCC 
AGCCCCAGGC CCCCCGGAGA GCCGCCGGGT GGGGAGCCCC TGATGGAGGA CTGCGAGAAG 
AGCAGCGACA CTTGCAACCC CCTGTCAGGC GCCTTCTCAG GAGTGTCCAA CATTTTCAGC 
TTCTGGGGGG ACAGTCGGGG CCGCCAGTAC CAGGAGCTCC CTCGATGCCC CGCCCCCACC 
CCCAGCCTCC TCAACATCCC CCTCTCCAGC CCGGGTCGGC GGCCCCGGGG CGACGTGGAG 
AG CAGGCTGG ATGCCCTCCA GCGCCAGCTC AACAGGCTGG AGACCCGGCT GAGTGCAGAC 
ATGGC CACTG TCCTGCAGCT GCTACAGAGG CAGATGACGC TGGTCCCGCC CGCCTACAGT 
GCTGTGACCA CCCCGGGGCC TGGCCCCACT TCCACATCCC CGCTGTTGCC CGTCAGCCCC 
CTCCCCACCC TCACCTTGGA CTCG CTTTCT CAGGTTTCCC AGTTCATGGC GTGTGAGGAG 
CTGCCCCCGG GGGCCCCAGA GCTTCCCCAA GAAGGCCCCA CACGACGCCT CTCCCTACCG 
GGCCAGCTGG GGGCCCTCAC CTCCCAGCCC CTGCACAGAC ACGGCTCGGA CCCGGGCAGT 
TAGTGGGGCT GCCCAGTGTG GACACGTGGC TCACCCAGGG ATCAAGGCGC TGCTGGGCCG 
CTCCCCTTGG AGGCCCTGCT CAGGAGGCCC TGACCGTGGA AGGGGAGAGG AACTCGAAAG 
CACAGCTCCT CCCCCAGCCC TTGGG AC CAT CTTCTCCTGC AGTCCCCTGG GCCCCAGTGA 
GAGGGGCAGG GGCAGGGCCG GCAGTAGGTG GGGCCTGTGG TCCCCCCACT GCCCTGAGGG 
CATTAGCTGG TCTAACTGCC CGGAGGCACC CGGCCCTGGG CCTTAGGCAC CTCAAGGACT 
TTTCTGCTAT TTACTGCTCT TATTGTTAAG GATAATAATT AAGGATCATA TGAATAATTA 
ATGAAGATGC TGATGACTAT GAATAATAAA TAATTATCCT GAGGAGAAAA 
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Fig.6 



S. pombe Atrkh,2 



S. pombe 



100 mMK 



+ 



S. pombe Atrkh,2[HERG] 



S. pombe Atrkh,2 



S. pombe 



S. pombe Atrkh,2[HERG] 



S. pombe Atrkh,2 



S. pombe 
S. pombe Atrkh,2[HERG] 



10 mM K 



1 mM K 



+ 
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